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0O objetivo deste trabalho foi avaliar as diferencgas interespecificas sobre as
atividades neurotoxica (toxicidade e estudo miografico) e miotdxica (estudo
morfoldgico e dosagem de CK) dos venenos de B. jararaca, B. jararacussu, B.
erythromelas, B. moojeni e B. neuwiedi assim como sua neutralizacio, tendo o
veneno de C. d. ferrificus como controle positivo. Para isso foi utilizada a
preparacio biventer cervicis de pintainho. Nossos dados mostraram que ha
grande diferenca quanto a toxicidade dos venenos estudados, ndo havendo uma
relagdo dirsta enire a atividade blogueadora neuromuscular, in vifro, e os valores
da DLsp. O veneno de B. neuwiedi foi o unico que apresentou atividade
neurotoxica pré-sinaptica, apesar disto acontecer somente em baixas doses (5, 10
e 20 yg/ml), pois quando a dose era de 200 pg/ml, seu perfil igualou-se ao dos
outros venenos botrépicos estudados. A temperatura de incubacdco foi um
importante fator para o efeito blogueador e miotdxico deste veneno, sugerindo
gue uma fosfolipase A, (PLA;) estaria envolvida neste processo. O antiveneno
botrépico comercial neutralizou de maneira diferenciada os efeitos
neuromusculares dos venenos botropicos analisados, todavia foi incapaz de
neutralizar os efeitos neuromusculares de B. neuwiedi, enquantc que o
antiveneno crotalico mostrou alguma protecao sobre o mesmo efeito para a dose
utilizada, sugerindo uma reatividade antigénica cruzada. Todos ©os venenos
estudados induziram liberacédo de CK significantemente diferente do controle. Os
venenos de B. neuwiedi e B. jararacussu foram os que exibiram maior nivel de
liberacdo desta enzima. O antiveneno botropico comercial foi eficiente em
neutralizar a liberacéo de CK, induzida pelos venenos estudados, exceto para o
veneno de B, jararacussu. Todos 08 venenos examinados produziram alteragbes
mionecréticas caracterizadas por: fibras musculares fragmentadas, presenga de
'lesdes delta’, desarranjo e hipercontracac das micfibrilas, fibras edematosas e
(ou) hialinas e grande espago entre as fibras, sendo que os venenos de B
jararacussu e B. neuwiedi foram os que apresentaram maior grau de destrui¢do
da fibra muscular. O antiveneno botrdpico comercial foi eficiente em proteger

contra a atividade miotoxica, exceto para o veneno de B. jararacussu.
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A utilizagdo do antiveneno foi um importante instrumento, para

observarmos as diferencas interespecificas dos venenos bofropicos.
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1.1 ACIDENTES OFIDICOS

Os acidentes ofidicos tém reconhecida importdncia médica, em virtude do
grande numero de pessoas atingidas e pela propria gravidade que encerram,
pois apresentam indices significantes de morbidade e mortalidade em muitos
paises. Um fator importante que propicia os acidentes ofidicos € a profissédo. Nos
paises onde existem muitas serpentes, como nos trépicos, trabalhadores rurais,
e construtores de estrada apresentam uma incidéncia particularmente alta de

acidentes com serpentes.

A incidéncia e o numero de mortes por picada de serpente, no mundo todo,
sdo desconhecidos. Em 1954, SWARQOP & GRAB estimaram uma mortalidade
anual de 30.000 a 40.000 pessoas. Assumindo-se que o indice de mortalidade
seja de, no minimo, 15 %, o numero anual de picadas estaria em torno de
300.000. No entanto, RUSSELL (1983), estimou que este namero estaria em

forno de 1 milhdo.

Segundo WARRELL (1995), as seqUeias devido a acidentes por picadas
de serpentes incluem deformacdes que tornam o individuo inapto para o trabalho,
infecgbes cronicas e cegueira. Os acidentes que nao causam reacgac no local da
picada, podem ser responsaveis por mortes nao atribuidas as mesmas, mas por

eventuais estimativas sub-apreciadas dos acidentes ofidicos.
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1.2 CLASSIFICACAO DAS SERPENTES.

Cerca de 15% das, aproximadamente, 2500 - 3000 espécies de serpentes
conhecidas sdo venenosas e podem ser taxonomicamente divididas em cinco
familias: Viperidae, Crotalidae, Elapidae, Hydrophiidae e Colubridae (MENGDEN,
1983; MEHRTENS, 1987, CAMPBELL & LAMAR, 1989). Destas, as familias
Eiapidae, Crotalidae e Colubridae sdo encontradas no Brasil. O Unico género da
familia Elapidae no Brasil € o Micrurus, cujas espeécies sdo vulgarmente
conhecidas como corais. Os géneros Crofalus, Lachesis e Bothrops s&o os
representantes da familia Crotalidae. Da familia Colubridae, podemos citar o

género Fhifodryas offersii.

1.3 DIVERSIDADE BIOQUIMICA E ATIVIDADE DOS VENENOS OFIDICOS

O veneno das serpentes é produzido por um par de glandulas exoécrinas
especializadas, situadas na boca, sendo representada por uma complexa mistura
de moléculas de natureza quimica diversa (JIMENEZ-PORRAS, 1970; TU, 1977).
Através de técnicas bioquimicas de fracionamento, cerca de 70 peptideos podem
ser detectados em um unico veneno {(PERKINS, PARKER, TOMER, 1993). Uma
melhor caracterizagdo dos componentes dos venenos, inclui proteinas (com ou

sem acéo enzimatica) e peptideos, com ampla variagéo de agdes farmacoldgicas
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e toxicas. Historicamente, os venenos tém sido classificados de acordo com a
atividade farmacolégica predominante, como neurotdxicos, hemorragicos,

coagulantes, além de outras.

Durante a evolugdo dos venenos, as primeiras substéncias ativas
provavelmente foram enzimas proteoliticas (KARDONG, 1979) que auxiliam na
digestao, fazendo com que a alimentacéo fosse um processo mais facil e seguro
(KOCHVA, 1987). A presenca de enzimas em venenos de serpentes, como
proteases, peptidases, fosfatases, esterases e lecitinases concordam com esta
sugestdo, pois muitas destas enzimas s&o também encontradas em ‘sucos

digestivos’ de outras espécies animais (CASAIS-E-SILVA, 1995).

As diversificadas agdes dos venenos de serpentes podem ser atribuidas a
componentes ou toxinas especificas, embora seja possivel gue diferentes toxinas
possam agir sinergicamente na indugéo de um efeito, assim como uma mesma
toxina pode ter mais de uma acdo (JIMENEZ-PORRAS, 1968, 1970; KINI &

[WANAGA, 1986).

GLOYD (1940) sugeriu que 08 requisitos necessarios para a
especializacdo do veneno ocorrem independentemente das variagbes
morfologicas, e muitas vezes apresentam evolugdo paralela em funcéo das

caracteristicas relacionadas com alimentacdc e utilizacdo de habitat. O
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conhecimento dessas variagdes intraespecificas pode fornecer subsidios para a
terapéutica mais eficaz dos acidentes; auxiliar em estudos bioguimicos sendo
utifizadas como ferramentas farmacologicas para pesquisas, além de auxiliar na
caracterizacio filogenética a nivel de especies e subespecies (CHIPPAUX |

WILLIAMS, WHITE, 1991).

A variagdo na composicdo quimica e das atividades biolégicas dos
venenos pode ocorrer entre familias, géneros, espécies e subespécies

(CHIPPAUX et al., 1991).

Diversos autores tem demonstrado diferengas entre venenos de espécies
nas familias Viperidae e Elapidae. FURTADQ, COLLETTO, DA SILVA (1991),
caracterizaram as atividades biologicas de sete espécies do género Bothrops
observando variagao tanto na atividade letal, quanto nas atividades biologicas.
Uma das observacdes foi a auséncia de atividade coagulante (tipo trombina),
tipica dos venenos botrdpicos, no veneno de B. erythromelas. ASSAKURA,
FURTADO, MANDELBAUM (1992) também avaliaram as diferengas bioquimicas
e fisiopatologicas dos venenos de serpentes do grupo atrox (Bothrops)
observando variagdes no perfil eletroforético € nas atividades biologicas, que

podera auxiliar no estudo das relagbes filogenéticas destas espécies.
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1.3.1 ATIVIDADES NEUROTOXICA E MIOTOXICA

Os efeitos neurotoxicos (hipotonia muscular, paralisia flacida de musculos
da face, pescogo, membros, tronco, laringe, faringe e respirag@o) produzidos
pelas peconhas ofidicas s@o devidos a acdo na juncdo neuromuscular de
constituintes denominados 'nmeurotoxinas' (NTX). Essas NTXs s&o divididas em
dois grupos completamente distintos: NTXs pos-sinapticas e NTXs pre-sinapticas.
As NTXs poés-sinapticas ligam-se aos receptores colinérgicos da placa terminal
sem promoverem a sua despolarizagéo e impedindo gue esta seja desencadeada
pela acetiicolina. As NTXs pré-singpticas atuam nas terminagdes nervosas
motoras, inibindo ou facilitando a liberagdo do neurotransmissor (acetilcolina)

pelos impulsos nervosos (VITAL BRAZIL, 1982).

A agdo das toxinas sobre o nervo e musculo pode ser diferenciada por

uma das guatro categorias relacionadas:

(1)- Agao neurotbxica pos-sinaptica - Também chamadas a-toxinas, englobam
toxinas que se ligam aos receptores poés-sindpticos colinérgicos, na jungio
neuromuscular, e dessa maneira, impedem uma interagéo entre a acetilcolina
liberada do terminal nervoso motor, e o receptor nicotinico presente na regido
sub-sinaptica, determinando o blogueio neuromuscular. Este blogueio ndo esta

relacionado com a despolarizacdo da placa motora ou com a reducdo da
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excitabilidade da membrana da fibra muscular (CHANG & LEE, 1963). Séo
proteinas basicas de pequeno peso molecular (entre 7.000 e 8.000 daltons),

desprovidas de atividade enzimatica (VITAL BRAZIL, 1980).

As o-toxinas podem ser divididas em dois grupos: aquelas que possuem
cadeia longa como a a-bungarotoxina (a-Btx) da Bungarus multicinctus e aquelas
de cadeia curta como a a-neurotoxina da Naja naja atra, Naja naja siamensis,
Naja mossambica e a erabutoxina b da Lautficauda semifasciata (BRADLEY ef al.,

1990)

(2)- Agdo neurotoxica pré-sinaptica - Também chamadas B-neurotoxinas,
incluem toxinas que inibem ou facilitam a liberag¢do do neurotransmissor do
terminal nervosc motor. Aproximadamente 12 neurotoxinas de venenos de
serpentes foram identificadas. Sao proteinas de peso molecutar variavel (B-
bungarotoxina 12.000 daltons, taipoxina 5.000 daltons), basicas ou moderamente
acidas. Todas exercem atividade fosfolipasica A, (VITAL BRAZIL, 1280). Apesar
de ter uma potente acio pré-sinaptica, essas toxinas induzem proeminente dano
no musculo esquelético. Contudo, & interessante notar que as PLA; que agem
pré-sindpticamente n&o s&o sempre miotoxicas. Um exemplo disto é a p-

bungarotoxina (MEBS & OWNBY, 1990).
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Existem toxinas provenientes de veneno de serpentes, que exibem alta
neurotoxicidade. Apresentam acéo pré-sinaptica e afetam portanto a liberacéo de
acetilcolina. Entre elas, citamos a p-bungarotoxina de Bungarus mulficinctus
(CHANG & LEE, 1963) notexina de Nofechis scufatus scutatus (KARLSON,
EAKER, RYDEN, 1972), taipoxina de Oxyuranus scuteflatus scutellatus
(FOHLMAN et al., 1976) e crotoxina de Crotalus durissus terrificus (SLOTTA &

FRAENKEL-CONRAT, 1938), que sdo as mais estudadas.

A causa da morte, na intoxicagéo por neurotoxinas pré-sindpticas, tem sido
estabelecida como parada respiratéria, por resultar da faléncia da
neurotransmissdo  colinérgica. Usando uma preparagdc nervo-musculo
esquelético, CHANG & LEE (1963) demonstraram que a B-bungarotoxina
bloqueia a liberacdo da acetilcolina, normalmente induzida por estimulagdo
indireta do nervo motor. A aplicacdo de técnicas eletrofisiologicas tem revelado
que a B-bungarotoxina, assim como a fosfolipase do veneno de serpentes,
reduzem a amplitude do potencial da placa terminal, sem afetar a sensibilidade

da membrana pos-sinaptica & acetilcolina.
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RESUMO ESQUEMATICO DO MECANISMO DE ACAQ DAS NEUROTOXINAS

OFIDICAS

Potencial de acdo
do nervo motor
Y < NTX Pré sinapticas
{B-neurotoxina; facilitacéo
ou inibig&o da liberagao}
Liberacao de ACh
U

Combinagdo da ACh < NTX Pos-sinapticas
com os receptores {a-neurotoxina; bloqueio

do recetor nicotinico}

U

Potencial de
placa terminal
U
Potencial de acéio
muscular

U

Contracdo muscular < Mioctoxinas
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(3)- Agao Miotoxica- S30 toxinas que lesam diretamente ou indiretamente as

fibras musculares, causando mionecrose.

Segundo LOMONTE (1994), as toxinas que produzem lesdo necrdtica
muscular podem ser classificadas em dois a quatro grupos, de acordo com
diferentes pesquisas, OWNBY & COLBERG (1990) e MEBS & OWNBY (1990)
dividiram em dois grupos principais, (1) miotoxinas de pequeno peso molecular
desprovida de atividade enzimatica, e (2) miotoxinas com atividade PLA..
HARRIS & CULLEN (1990) incluiram os mesmos 2 grupos e um grupo adicional
formado por (3) cardiotoxinas. GUTIERREZ & CERDAS (1984) acrescentaram
também (4) toxinas hemorragicas que podem danificar as fibras do musculo

esquelético, indiretamente, talvez por isquemia.

Em algumas toxinas deste grupo, ocorre primeiramente uma agéo
neurotoxica pré-sindptica que evolui para uma agio miotdxica (HARRIS et
al,1975; HARRIS & MALTIN, 1982; HAWGOQD, 1982; GOPALAKRISHNAKONE

ef al., 1984).

Utilizando-se baixas concentragdes de veneno, pode-se detectar a
presenca das neurotoxinas, e em altas conceniracbes, a presenca das

miotoxinas. Um exemplo € o veneno da Maja naja kaouthia e Nothechis scutatus,



Introducdo 11

que sdo primariamente neurotdxicas, mas em altas concentragbes sio também

miotoxicas (HARVEY ef al., 1994).

(4)- Agao Citotoxica - As toxinas desse grupo sdo comumente chamadas
cardiotoxinas. S80 proteinas basicas, de pequenc peso molecular, desprovidas
de atividade enzimatica. Estruturalmente sdo homdlogas com a acgdo das
neurotoxinas pos-sinapticas (DUFTON & HIDER, 1991). As cardiotoxinas causam
despolarizacdo persistente da membrana de células excitaveis ou nao,
acarretando disturbio em sua fung@o e estrutura. Essas proteinas ativas em
membrana foram encontradas em venenos de serpentes elapidicas, incluindo as
cobras (género Naja) e ringhals (género Hemachatus). Sua estrutura
tridimensional é basicamente similar aquela das a-neurotoxinas, apesar de uma
marcada diferenga em sua atividade bioldgica (DUFTON & HIDER, 1991; REES &
BILWES, 1993). O nome cardiotoxina se originou da habilidade desses
componentes causarem parada cardiaca in vivo e in vitro (HARRIS & CULLEN,
1990; HARVEY, 1990). Entretanto, elas também atuam como agentes citoliticos,
através de varios tipos de células, ¢ dessa maneira, sdo também chamadas de

citotoxinas (KINI & EVANS, 1989; DUFTON & HIDER, 1991).
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1.4 O GENERO Bothrops: COMPONENTES DO VENENO E QUADRO

CLINICO DOS ACIDENTADOS.

O género Bothrops compreende muitas especies de serpentes, distribuidas

nas Ameéricas, desde o México até a Argentina (HOGE & ROMANO-HOGE,

1978).

No Brasil, 90% dos acidentes ofidicos séo causados pelo género Bothrops
(ROSENFELD, 1971). Segundo a ORGANIZAGAO MUNDIAL DE SAUDE (1981)
em algumas regides, a mortalidade tem sido estimada em 2,4% e pode até
mesmo ser mais alta que 8%, quando ndo & processado tratamento com o

antiveneno.

Essas serpentes habitam, preferencialmente, os ambientes Umidos, como
matas e areas cultivadas; locais de proliferagdo de roedores, zonas rurais e
periferias de grandes cidades. Tém habitos noturnos, e séo consideradas as mais
agressivas. S&o conhecidas popularmente por 'jararaca’, 'jararacussu’, 'urutu
‘cotiara’, 'jararaca-do-rabo-brance’ e outros. Destas, a ‘jararaca’ é responsavel
pela maioria dos acidentes ofidicos no sudoeste do Brasil (MINISTERIO DA

SAUDE, 1991).
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Diversos componentes isolados de venenos botrépicos, como fator
hemorragico (MANDELBAUM, REICHL, ASSAKURA, 1976, MANDELBAUM,
ASSAKURA, REICHL, 1984), proteases, que atuam em etapas da coagulagéo
sanguinea causando disturbios de coagulacdo (NAHAS, KAMIGUT, BARROS,
1979, HOFMANN & BON, 1987), enzimas proteoliticas (ASSAKURA et a/., 1985;
TANIZAKI et al, 1989) e miotoxinas (GUTIERREZ, OWNBY, ODELL, 1984,
GUTIERREZ et a/, 1989; HOMSI-BRANDERBURGO ef al., 1988; MOURA-DA-
SILVA et al, 1991) sdo responsaveis pelos sintomas clinicos exibidos no

envenenamento botrépico.

De uma maneira geral, o quadro clinico dos pacientes picados por
serpentes do género Bothrops consiste, sobretudo, em distarbios da coagulagéo,

hemorragia, edema e necrose local (HOMMA & TU, 1971; ROSENFELD, 1971).

A picada é seguida de dor e edema locais, de intensidade variavel, que
aparecem precocemente e sio de carater progressivo. Nos membros, o edema,
quando intenso, pode estender-se de modo a atingir varios segmentos corpéreos,
mas raramente atinge o tronco (MANUAL DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA

1993).

Nas reacdes locais, induzidas pelos venenos botropicos, pode-se observar

a presenca de exsudato purulento, edema e equimose com material sero-
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sanguinolento. O quadro local, algumas vezes, evolui para necrose e,
dependendo da extens&o da lesdo, podendo determinar a perda do membro

afetado (ROSENFELD, 1971).

As principais causas de obitos estdo relacionadas a insuficiéncia renal
aguda, sangramenic em 4&rgdos vitais e choque (AMARAL ef al, 1986;

KOUYOUMDJIAN et al, 1991).

15 O GENERO Crotalus: COMPONENTES DO VENENO E QUADRO

CLINICO DOS ACIDENTADOS.

As serpentes do género Crofalus s&o representadas na América do Sul,
principalmente pela Crofalus durissus terrificus, popularmente conhecida como

cascavel, e possuem um veneno de efeito altamente toxico (ROSENFELD, 1971).

No Brasil, 10% dos acidentes ofidicos s&o crotalicos (MINISTERIO DA
SAUDE, 1987). A cascavel, geralmente & encontrada em campos abertos, em
areas secas e arenosas. Ndo tem por habito atacar e, quando excitada, denuncia

sua presenca pelo ruido caracteristico do guizo ou chocalho.
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As principais toxinas presentes neste veneno incluem a crotoxing,
crotamina, giroxina e convulxina, sendo a crotoxina o componente responsavel

pela elevada toxicidade do veneno (VITAL BRAZIL, 1972).

O diagnostice clinico do envenenamento crotalico baseia-se,
principalmente, na observacio de manifestacbes sistémicas decorrentes das
acdes neurotoxicas, miotdxicas e coagulantes do veneno (ROSENFELD, 1971). A
atividade coagulante de pequena intensidade e a inexisténcia de atividade
proteolitica fazem com que, no local da picada, ndo haja alteracées ou, quando
existirem, sejam reduzidas a um discreto edema, ao redor do ponto de inoculacéo

do veneno (MINISTERIO DA SAUDE, 1987).

A sintormatologia decorrente da atividade neurotdxica é consequéncia do
bloqueio pré-sinaptico da jungdo mioneural e pode aparecer precoce ou
tardiamente (horas apds), em virtude do elevado peso molecular da crotoxina

(MINISTERIO DA SAUDE, 1987).

A atividade miotdxica parece ser responsavel pelas dores musculares
generalizadas (mialgias) e por discreto edema no local da picada. A urina de cor
avermeihada ou de tonalidades variaveis, até 0 marrom, € a manifestacéo clinica
mais evidente da intensidade da rabdomidlise, sendo a miogiobinuria responsavel

pela insuficiencia renai aguda. Em consequéncia disso podem ocorrer grandes
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elevaches séricas de creatinofosfoquinase e da desidrogenase lactica

(AZEVEDO-MARQUES, 1982)

O envenenamento humano provocado pelo veneno crotalico € ¢ mais
grave em nosso meio, devido s suas agdes sistémicas e atinge indice de
letalidade de 2,5 % (MINISTERIO DA SAUDE, 1991), sendo gque o obito é
geralmente causado por insuficiéncia respiratdria ou insuficiéncia renal aguda

(AZEVEDO MARQUES et al., 1987).

1.6 SOROTERAPIA

Preparagbes de imunuglobulinas heterogéneas com antiveneno tém sido
usadas para o ftratamento de picadas de serpentes desde o trabalho

pioneiro de ~ Calmette, em 1894

No Brasil os primeiros soros antiofidicos foram preparados por VITAL
BRAZIL (1905), contra o veneno da Lachesis lanceolatus (hoje classificada como
Bothrops jararaca) e contra o venenc da Crofalus terrificus (hoje, Crotalus

durissus terrificus).

“Calmette, C. appud MENEZ, A. Molecular immunology of snake toxins,
Phramac. Ther. 30, 91-113, 1985,
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A produgéo comercial envolve a imunizacéo de animais, principalmente
eqlinos que, dentre suas inumeras vantagens, € décil, facil de manipular, possui
longevidade e permite a sangria de varios litros. A inoculagdo no animal se dé
com doses subletais de veneno(s) bruto, usuaimente administrado com
adjuvantes. Quando os niveis de anticorpo alcangam um predeterminado titulo de
neutralizacdo (contra o efeito letal do veneno), o plasma obtido é processado
para a purificacdo das imunoglobulinas. Os antivenenos podem ser
monovalentes, quando sdo preparados com o veneno de uma Unica espécie de
serpente, ou pelivalentes, quando preparados com a mistura de venenos de mais
de uma espécie. Neste ultimo caso, 0s mesmos sdo misturados com base em
suas relagdes antigénicas (neutralizagdo cruzada) e distribuicdo geogréfica das

especies importantes do pais ou regido (THEAKSTON & WARRELL, 1991).

De acordo com a ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE (1981),
antivenenos comerciais séo avaliados por sua capacidade de neutralizar
atividades especificas dos venenos tais como hemorragia, necrose e coagulacio,
Essa capacidade e importante, quando se trata do soro botropico, desde que os
acidentes provocados por picadas de serpentes, incluidas neste género, causam

lesbes locais graves.

Antivenenos sdo, usualmente, muito eficientes em neutralizar os efeitos

sistémicos dos venenos, como letalidade, mas exercem pouca atividade sobre os
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extensos efeitos locais (McCOLLOUGH & GENERO, 1970; GUTIERREZ et al,
1981). A causa da diferenca, na eficacia dos antivenenos, tem sido atribuida ao
rapido efeito local, depois da picada da serpente, enquanto os efeitos sistémicos
que resultam em morte, desenvoilvem-se mais lentamente (GUTIERREZ, ROJAS,

CERDAS, 1987).

Nem todas as picadas de serpentes exigem ¢ uso de antivenenos,
depende da espécie de serpente envolvida e da quantidade de veneno
inocutado. Entretanto, em envenenamentos graves, por algumas espécies muito
venenosas, o uso de uma grande quantidade de antiveneno ¢ decisivo para o
tratamento clinico (REID, THEAN, MARTIN, 1963; RUSSEL et al, 1975;
WARREL ef a/, 1980; REID & THEAKSTON, 1983; BENBASSAT & SHALEV,

1993).

1.7 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi o de avaliar as diferengas interespecificas dos
efeitos neurotoxico e mictoxico de alguns venenos botrépicos, utilizando como
meétodo de avaliagdo a capacidade de antivenenos comerciais em neutralizar
estes efeitos. Para tal, utilizamos técnicas miograficas, determinagio dos niveis

de creatino guinase, bem como estudo morfolégice ao microscépic dptico.



2-Material e
Metodos
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2.1 ANIMAIS

Foram usados pintainhos da linhagem MY LINE W36, fornecidos pela
Granja lto S/A (Campinas), com peso entre 40 a 50 g (4 a 8 dias). Os animais

foram mantidos em gaiolas abastecidas com agua e racéo ad fibitum.

2.2 PEGCONHAS

As peconhas de Bothrops jararaca (JAR), Bothrops jararacussu (JSU),
Bothrops moojeni (MOQ), Bothrops erythromelas (ERY), Crofalus durissus
terrificus (CDT) foram usados dos estoques de nosso laboratério e 0 veneno de

Bothrops neuwiedi (NEU) foi cedido pelo bidlogo Ronilson Agnaldo Moreno.

2.3 SOLUGAO NUTRITIVA

Os musculos biverfer cervicis de pintainho foram incubados com solugdo
de Krebs com a seguinte composi¢do em mM: NaCl 118,6; KCI 4,7, CaCls 1,9;

KHoPO4 1,2; MgS04 1,2; NaHCO3 25,0 € CgHq20g 11,7.
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2.4 ESTUDO in vivo

2.4.1 DETERMINAGAO DA DOSE LETAL 50% (DLs)

A DLs; das pegonhas de JRA, JSU, MOO, ERY, MOO e CDT foi determinada
em pintainhos. A via foi intra-muscular (im.; 0,1 ml), em musculo peitoral
esquerdo, e a sobrevida dos animais foi avaliada 24 horas apos. Foram utilizados
pintainhos pesando de 40 a 50 g, empregando-se 6 animais para cada dose. As
peconhas foram dissolvidas em solugdo salina, para obtenc¢io da solucdo
estoque, a partir da qual prepararam-se quatro solugbes de concentracdes que
guardaram entre st uma razéo de 1,5. Para o calculo da DLsp foi usado 0 método

de WEIL (1953).

2.5 ESTUDO in vitro

2,51 PREPARAGAQO DO MUSCULO biventer cervicis DE PINTAINHO

O musculo foi isolade e montado de acordo com o metodo descrito por
GINSBORG & WARRINER (1960). A técnica consiste em anestesiar os animais
com éter e dissecar a pele dorsal, longitudinaimente, desde a base do cranio, na
parte posterior, até o inicio do torax, expondo os dois musculos biventer cervicis

(fig. 1). Apds o isolamento, que foi feito com cuidado para ndo lesar o musculo, o
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mesmo foi amarrado nas duas extremidades e fixado na cuba. O musculo foi
suspenso em 5 ml de solugcdo de Krebs, cuja composicao foi descrita no item 2.3,
e arejado de modo constante com carbogénio (mistura 95% O9 e 5% CO9; pH

7,5} e mantido a 37°C.

Fig. 1 - Esquema mostrando a localizagao do musculo biventer cervicis de

pintainho. (LIVINGSTONE, 1971)

O musculo fol submetido a uma tensdo constante de 0,5 g/cm e estimulado
através de eletrodos bipolares, posicionados na regido de transicio entre o
tend&o e o musculo, de modo a proceder uma estimulacdo de campo. Usou-se
estimulador GRASS S48 para submeter a preparacdo a estimulos supramaximais
de 0,1 Hz de frequéncia e 0,2 ms de duragéo. As contra¢gdes musculares, foram

registradas em fisidgrafo GOULD RS 3400, através de transduter isométrico BG-25



Material ¢ Métodos 23

GM KULITE da Semicondutor Products Inc., durante 120 minutos. As preparacdes
foram submetidas a um periodo de estabilizagio n&o inferior a 20 minutos. Apds
esse periodo, fol adicionado, ac banho, o veneno bruto nas concentragdes de 50,
100 e 200 pg/m! para os venenos de JRA, JSU, MOO, ERY; 5, 10 e 20 pg/ml para
o veneno de NEU e 2,5, 5 e 10 pg/ml para o veneno de CDT, para verificacdo de

seus efeitos.

Em alguns experimentos, a preparagao foi mantida a temperatura ambiente

(24°C) durante o tempo de incubac&o com o veneno de B. neuwiedi (20 pug/ml).

2.5.2 RESPOSTA A ACETILCOLINA (ACh) E POTASSIO (KCI):

Apds feita uma curva dose-resposta para a ACh e KCI, na preparacdo
biventer cervicis de pintainho, foi escolhida a dose efefiva 50% e observada a
contratura muscular, em resposta a adic@o ao banho, de duas doses de ACh (60
e 120 uM) e uma dose de KCI (13,4 mM), na auséncia de estimulagio elétrica,
antes e apds 120 minutos de incubacdo com o veneno bruto ou com a mistura

veneno + antiveneno.
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2.5.3 ANTAGONISMO PELO SORO ANTIBOTROPICO

Os venenocs botrdpicos de JRA, JSU, MOO, ERY e NEU, nas doses de 200
wg/ml, por ser a dose onde observamos o melhor bloqueio neuromuscuiar, foram
incubados durante 30 minutos a 37°C com 40 pl/ml do soro anti-botropico (AB) (1
ml neutraliza 5 mg) proveniente do Instituto Vitat Brazil S.A. (Lote 940608). Apds
incubacé&o, a mistura foi adicionada ao banho (5 ml}, contendo o muscuio biventer

cervicis, em solucdo de Krebs, durante 120 minutos.

2.5.4 ANTAGONISMO PELO SORO ANTICROTALICO

0O veneno de CDT, na dose de 10 ng/ml, e os venenos de NEU e JSU, na
dose de 200 ug/ml foram incubados com 33 ul e 660 ul, respectivamente, do
soro-anticrotalico (AC) (1 ml neutraiiza 1,5 g), proveniente do Instituto Vital Brazil
(Lote 930201). Apds incubacdo, por 30 min. a 37°C, a mistura foi adicionada ao
banho (5 mt de solucdc de Krebs), contendo o musculo biventer cervicis, e

deixada por 120 minutos.
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2.5.5 DOSAGEM DE CREATINO QUINASE

Durante as experiéncias realizadas com o musculo biventer cervicis de
pintainho para o registro das contragdes musculares (conforme a técnica descrita
no item 2.5.1), aliquotas de 0,1 ml foram retiradas do banhe {(completando-se no
entanto o volume da cuba com a solugdo de Krebs), durante o periodo de
repouso (estabilizag@o da preparacao) e apds a adigdo do veneno bruto ou da
incubagdo com a mistura venenc + soro antibotropico (SAB) ou anticrotalico
(SAC), em periodos correspondentes a 15, 30, 60, 90 e 120 min . Estas foram
analisadas, usando-se ¢ "Kit" GRANUTEST® 2.5 (E. Merck, 64271 Darmstadt,
Germany) para determinacdo dos niveis de CK. Algumas preparagdes foram
submetidas ao mesmo protocolo, na auséncia dos venenos. Tais resultados
foram lancados em um grafico que relaciona a liberagdo de CK em U/l. Uma

unidade de CK corresponde a fosforilacdo de 1 nmol de creatina/min a 25°C.

256 ESTUDO MORFOLOGICO DAS ALTERAGOES MUSCULARES

INDUZIDAS PELAS PECONHAS.

As preparactes do musculo biventer cervicis de pintainho incubadas por
120 minutos com 200 ng/mi das pegonhas de JAR, JSU, MOO, ERY e NEU e 10

ug/ml da peconha de CDT, foram fixados em solucdo Bouin, durante 24 a 48
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horas, ap6s o término da incubacgdo. O mesmo procedimento foi aplicado as
preparagdes incubadas com 08 venenos € 08 Soros antibotropicos e
anticrotalicos, segundo a metodologia descrita em 2.5.3 e 2.5 4. A fixagao seguiu-
se o procedimento de rotina, para a confeccéo das idminas histologicas e para o
esiudo das alteracdes morfolégicas (desidratagdo e inclusdo em parafina).
Seccdes de 7 um foram obtidas em micrétomo, montadas e coradas com
hematoxilina eosina (H.E.), para observagao ao microscopio optico. Apos analise
histopatolégica dos musculos, procedeu-se & documentacdo dos resultados
obtidos, através de fotografias (filme Kodak Plus-X pan 125 color) tiradas em em

fotomicroscépio Zeiss AXIOPHOT.

2.6 ANALISE ESTATISTICA

A significancia da diferenca entre os dados dos grupos tratados com o
veneno ou com veneno + SAB ou SAC foi determinada com test t-Student para
dados ndo pareados. Foram considerados estatisticamente significantes
diferencas com p<0,05. Os dados foram apresentados como a média + erro

padrao da média (E.P.M.).



3-Resultados
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.3.1- TOXICIDADE

A tabela 1 mostra os valores da DLsy dos venenos de JRA, JSU, MOO,
ERY, NEU, CDT e seus limites de confianga em nivel de 95%, determinadas em
pintainho pela via intramuscular (i.m.). Os venenos botropicos mostraram-se
diferentes quanto a sua capacidade de determinar a morte dos animais,
apresentando assim diferentes graus de poténcia. Sendo o venenc de ERY o que
mostrou maior poténcia,e o de JSU foi 0 que exibiu menor poténcia.

Tab. 1 - Valores da DLs; de venenos botropicos® e seus limites de

confianga a 95%.

VENENO DLs, mgrkg
B. erythromelas 0,55 (0,34-0,88)
B. neuwiedi 1,56 (1,15-2,12)
B. moojeni 2,66 (2,10-2,78)
B. jararaca 5,00 (3.60-6,80)
B. jararacussu 26,90 (15,50-46.80)
C. d. terrificus** - 0,038(0,033 a0,043)

* Os venenos foram administrados pela via i.m. (musculo peitoral
esquerdo) em pintainho (30-40g).
** Veneno crotalico incluido para comparacao.
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3.2- ESTUDO MIOGRAFICO

3.2.1. Preparagdo musculo bivenier cervicis de pintainho

3.2.1.1- Estimulagdo indireta:

Nos experimentos realizados para determinar-se o tempo necessario para
obtengdo de 50% de bloqueio da resposta contratil do musculo, foram utilizadas
as doses de 50, 100 e 200 pg/ml para os venenos de JAR, JSU, MOO, ERY; 5,
10 e 20 ng/ml para o veneno de NEU e 2,5, 5 e 10 ug/ml para o veneno de CDT.
Todos os venenos bloquearam a contrag&o muscular de modo dose-dependente

(figuras 2 e 3 e tabela 2).

O veneno de NEU, o mais potente em bloquear a jungdo neuromuscular,
inibiu as respostas contrateis a estimulagéo indireta, na concentragdo de 5 pg/ml
{fig. 3). Todos os venenos estudados, em todas as doses, determinaram blogueio
de 50% das respostas musculares, em um periodo inferior a 120 minutos de
incubacdo. Excecao ao veneno de JSU, que na dose de 50 ug/ml, ndo atingiu
50% de bloqueio neuromuscutar ao final desse periodo (fig. 3). Os venenos de
JAR, JSU, MOO e ERY, nas doses de 100 e 200 pg/ml, mostraram-se capazes de

induzir contratura. Esse efeito foi portanto dependente da dose (fig. 2).
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Fig. 2 - Respc;sta confratil a estimulagio elétrica indireta em preparagio
biventer cervicis de pintainho (pulsos supra-maximais de 0,2 mseg e 0,1Hz).
Resposta contraturante da ACh (@ 60 uM, B 120 uM) e KCI (O 13,4 mM) foi
obtida antes e depois da adi¢do do veneno (v). O traco superior vertical a direita

indica a tensdo usada nas preparagdes (0,59).



Resultados 31

Resposta contratil (%)

—=— 50 pg/ml
B. jararaca e

—a— Controle (Krebs)

100 4 _
SRR
? 80+ A I\.,\I k \R
< T e &
‘@ 60 )
2 B 1 J L
E SN
s ® e )
w
g - RN
@ 204 I: s
14 10 - M'I “"a...r
00 1|0 ZIO 3|D 4|0 SIO BIO 7I0 8[0 9'0 1(;0 11|0 12|0
Tempo (mim)
B. moojeni
100 -4 —L—:i
% T “E:‘_‘——‘--_I_‘_L“_‘_‘
g‘ 80 I G
= 704 \;\J
‘T 60
= \1 I__LJ._E_;
G 50 1
o \I
&8 407 - o
@ 30- 4 I\
a 3
3 20 4 I_‘_‘__-zm_
= 1g_ ‘H.H““hf_.—__-‘
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 130
Tempo (min)
. . —=— 5 pug/mi
B. neuwiedi 10 ygmi
—*— 20 pg/ml
- —4— Controle (Krebs)
. ——1_ 1 1
80
70
60
50
40
30
20
10
0

Tempo (min)

B. jararacussu

Wnex ;
Al
90 iy S "
80 ey -—~t:
~ \f\
£ m N
= 60 \I<
i
P Y
Q
40+
NN
E‘!‘ :2_ H‘::h'%;\
g ] =
40 =
0 T T T T T L T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 80 100 110 120
Tempo (min)
B. erythromelas
100 g fp
90 \\LIT'I'“-E—T- Al = o :
- by '———.';_'\;T-—— —a —~—a—J 1 7
X ¥4 ® N\
= ™ SR
S 60 N X
S 50 NIRG Ml =
3] I 'I\ ) H‘L——-_'i'
@ 401 \or ‘L‘“--q e
8 30+ .‘“'\. T i W
a ~ =)
@ 20 ~F:
@ 1o- g
a 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Tempo (min)
. —E—25 ug/mi
C. d. terrificus —* Sugmi
— 5 10 ug/mi
100 g ! B ~—#— Controle (Krebs)
%0 i % . 5. .
= 80 &\ R ¢ ¢
70 LY \\\
60 f "
50 A\ ..‘\_ \\

L2
(=]

Resposta contrati| (%

s
f=]

520 25 3 35 4
Tempo (min)

Fig. 3 - Capacidade dos diferentes venenos estudados em induzir bloqueio

neuromuscular em preparacao biventer cervicis de pintainho. Cada ponto

representa a média de 3 a 10 experimentos + EPM.
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Tab. 2 - Tempo necessdrio para o bloqueio de 50% da resposta contratil da

preparagao biventer cervicis de pintainho, incubado com veneno bruto.

Tempo sara
VENENO  DOSE (ug/ml) 50% de n
| o _bloqueio (min)

B. jararaca 50 107,3 £+ 2,6 3

100 68,0 + 8,1 3

200 480 + 6,7 9

B. jararacussu 50 - 4
100 586 + 13,7 3

200 46,8 + 57 9

B. moojeni 50 95,0 + 11,2 3
100 506 + 73 4

200 340 + 1.2 7

B.erythromelas 50 870+ 96 3
100 596 + 49 3

200 474 + 64 6

B. neuwiedi 5 450 + 20 3
10 300+ 19 6

20 305+ 1.8 10

C. d. terrificus 25 220+ 1,0 3
5 185 + 0,8 4

% 18+ 086 8




Resullados 33

3.2.1.2 Respostas ao efeito contraturante da acetilcolina e do potéassio:

A incubac&o da preparagdo com os venenos de JAR, JSU, MOO e ERY
reduziram de modo dose dependente a resposta contraturante da acetilcolina.
Por outro lado, as contraturas induzidas pelo KCIl, foram abolidas, apos
tratamento da preparacdo com esses venenos. Ao contrdrio, os venenos de NEU
e CDT, determinaram um aumento da amplitude da contratura em resposta &
adicéo de acetilcolina ao banho, os quais possibilitaram aumento na amplitude da
resposta da ordem de 50 e 20% respectivamente. Em relagdo a resposta
contraturante do KCI, observou-se reducdo de sua amplitude de forma

dependente da dose, quando a preparagdo foi incubada com o veneno de NEU

(fig. 4).

Nos experimentos controle, as respostas mantiveram-se estaveis, na
auséncia de veneno apds 120 minutos de estimulagio indireta; as respostas a

ACh e ao KCI ficaram em média de 98% + 14 e 91% =+ 3, respectivamente.
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B. jararaca

A KCI 13,4 mM
[ ACh 60 uM
Bl ACh 120 uM
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B. neuwiedi
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B. jararacussu

200

i B. erythromelas

80

200

C. d. terrificus

25 5 10

Fig. 4 - Efeito dos venenos estudados sobre as respostas da preparacao

biventer cervicis de pintainho a acetilcolina e potassio - As preparacoes

foram expostas ao veneno, nas concentracdes indicadas pelos numeros (ug/ml)

colocados sob cada histograma. O simbolo (A) na abscissa, indica que o veneno

bloqueou totalmente as respostas a ACh e ao KCI. Cada ponto representa a

média de 4 a 9 experimentos + EPM.



Resultados 35

3.2.1.3 Antagonismo pelo antiveneno comercial
- Bothrops jararaca

Foram realizados 4 experimentos, utilizando-se a dose de 200 pg/ml de
veneno, previamente incubado a 37°C, com 40 p/ml de soro antibotropico
comercial, por 30 minutos. Na presenga do antiveneno, o efeito bloqueador
neuromuscular foi parciaimente abolido ao final de 120 minutos, com uma
protecdo de 65% da resposta contrati! {fig. 6). O antiveneno botrdpico protegeu a
resposta a acetilcolina (p< 0,05), mas ndo impediu de forma significante a

contratura induzida pelo KCI (fig. 5).

200 pg/ml

-O L |

||1|||,||||||1|1|1:||||1;||(‘ft|||lunn|t||||nnn||||ul|n||n1l_|_g_‘,,l_|_l_|_u_|_LL1J_u_Lu_|.LJ.LI-LU-Um%

15 a0 110

200 pg/ml + SAB

ll|1||n|||||||Hulnlhﬂqtl#ll|||111||||llllll!ln!lﬂlI|||llt|lt||JJIi|IIHII‘IIlllllllllll!TIHllH'|
Mo 15 30 Hi110 min

Fig. 5 - Efeito do veneno de B. jararaca, sobre o perfil miografico, da
preparagiio biventer cervicis de pintainho, sob estimulagéo indireta {(),2
mseg e 0,1 Hz). Em v, veneno sozinho ou com SAB foi adicionado. Resposta
contraturante da ACh (® 60 uM, B 120 uM) e KCI (O 13,4 mM) foi obtida antes

e depois da adicdo do veneno. O traco superior vertical a direita indica a tensao

usada nas preparagdes (0,59).
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Fig. 6- Efeito do veneno de B. jararaca sobre o bloqueio da resposta

contratil da preparacao biventer cervicis de pintainho e sua neutralizagao.

Cada ponto representa a média + EPM de 4 a 9 experimentos.



Resultados 37

-Bothrops jararacussu

O soro antibotropico comercial reduziu, em 50%, o efeito blogueador
neuromuscular provocado pelo veneno de JSU (n=4) (Fig. 8). A contratura, em
resposta a acetilcolina, manteve-se abolida, apés a incubagéo da preparagao
com o antiveneno, ao passo que houve uma pequena contratura induzida pelo
KCI, que nao foi significantemente diferente daquela induzido pelo veneno bruto
(fig. 7).

200 pg/ml

L]
"o 15 30 110 min
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200 png/mt + SAB
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|II1II|IIIrlIII'Ilillll1y;|lrlrI'IIIII!IIII|1Ifl|ll1|1|1"!|*//“llf'f‘l"lllrrlllIIlII"
15 110 min

Fig. 7- Efeito do veneno de B. jararacussu, sobre o perfil miografico, da
preparacao biventer cervicis de pintainho, sob estimulagdo indireta (0,2
mseg e 0,1 Hz). Em v, veneno sozinho ou com SAB foi adicionado. Resposta
contraturante da ACh (@ 60 uM, B 120 uM) e KCI ( O 13,4 mM ) foi obtida antes e
depois da adigdo do veneno. O trago superior vertical a direita indica a tenséo

usada nas preparagdes (0,59).
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Fig. 8 - Efeito do veneno de B. jararacussu sobre o bloqueio da resposta
contratil da preparacao biventer cervicis de pintainho e sua neutralizagio.

Cada ponto representa a media + EPM de 3 a 9 experimentos.
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-Bothrops moojeni

Usando o mesmo protocolo, o veneno de MOO foi neutralizado pelo soro
antibotropico comercial, ao final de 120 minutos de incubagéo (n=5). Observou-
se, além da completa inibigao do bloqueio caracteristico, um visivel aumento da
amplitude de contrag&o (na ordem de 12%), nos primeiros 80 minutos (fig. 10). As
respostas contraturantes & acetilcolina e ao KCI ndo foram significantemente

diferentes daquelas obtidas com o veneno bruto, na auséncia de incubagdo com

o anti-soro comercial ( fig. 9).

200 pg/mi
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Fig. 9 - Efeito do veneno de B. moojeni, sobre o perfil miografico, da
preparagado biventer cervicis de pintainho, sob estimulagéo indireta (0,2
mseg e 0,1 Hz). Em v, veneno sozinho ou com SAB foi adicionado. Resposta
contraturante da Ach (@ 60 uM, B 120 M) e KCI (O 13,4 mM) foi obtida antes e

depois da adicdo do veneno. O trago superior vertical 4 direita indica a tensao
usada nas preparagdes (0,59).
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Fig. 10 - Efeito do veneno de B. moojeni sobre o bloqueio da resposta

contratil da preparacéo biventer cervicis de pintainho e sua neutralizagao.

Cada ponto representa a média + EPM de 5 a 7 experimentos.
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-Bothrops erythromelas

O soro antibotrdépico comercial protegeu somente de maneira parcial (40%)
o efeito bloqueador neuromuscular do veneno de ERY, ao final de 120 minutos
de incubagao (n=5) (fig. 12). Nestas preparag¢des, esse veneno exibiu um discreto
e fugaz aumento da amplitude de contragdo muscular (3%), nos primeiros 20

minutos (figuras 11 e 12).

200 pg/ml
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fig. 11 - Efeito do veneno de B. erythromelas, sobre o perfil miografico, da
preparagio biventer cervicis de pintainho, sob estimulagio indireta (0,2
mseg ¢ 0,1 Hz). Em v, veneno sozinho ocu com SAB foi adicionado. Resposta
contraturante da Ach (@ 60 uM, B 120 uM) e KCI (O 13,4 mM) foi obtida antes e

depois da adigado do veneno. O traco superior vertical a direita indica a tens&o

usada nas preparacdes (0,59).
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Fig. 12 - Efeito do veneno de B. erythromelas sobre o bloqueio da resposta
contratil da preparacao biventer cervicis de pintainho e sua neutralizacio.

Cada ponto representa a média + EPM de 5 a 6 experimentos.
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-Bothrops neuwiedi

O veneno de NEU, em pequenas doses (5, 10 e 20 pg/ml), exibe um perfil
miografico semelhante ao do veneno de cascavel ou crotoxina (2,5, 5 e 10 ng/mi),
quando ensaiado na preparagéo biventer cervicis de pintainho. Assim, apds o
bioqueio completo das resposta musculares, o musculo ainda respondia com uma
contratura a adicdo ao banho do agonista ACh e ao KCI (fig. 14). No entanto
usando-se doses maiores (100 e 200 pg/ml) e, em condigbes experimentais
semelhantes, esse veneno comporta-se como um veneno botrépico tipico ou seja,
com contratura precedendo o bloqueic neuromuscular, além da inibicdo das

respostas a ACh e ao KCI {fig. 15).

O antiveneno botrépico comercial incubado com 20 e 200 ug/ml do
veneno, durante 30 minutos, ndo neutralizou com eficacia, o efeito bloqueador da
resposta contratii em 120 minutos de observagdo; no entanto houve um
acentuado aumento (30%) na amplitude de contragbes musculares, quando a
dose utilizada foi 200 ug/mil (fig.13) As respostas a acetilcolina foram mantidas

totalmente, na presenca do antiveneno, mas nao a resposta ao KCI (fig. 15) .

Por outro lado, quando o antiveneno crotalico comercial foi usado em lugar
do botropico, nas mesmas condicdes experimentais, observou-se que as

respostas confrateis foram totalmente neutraiizadas, quando a dose utilizada foi
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20 ug/ml e parcialmente neutralizada quando a dose foi 200 ug/ml de veneno (fig.

15).

Em 4 experimentos, usando-se a dose de 200 ug/ml, misturando-se os
antivenenos botrépico e crotélico na proporgao de 1:1 e seguindo-se 0 mesmo
protocolo usado para os experimentos anteriores, observamos uma protecéo do
antiveneno sobre as respostas contrateis, no final de 120 minutos, além de um
aumento da amplitude das contragdes musculares, nos primeiros 50 minutos. A

resposta a acetilcolina permaneceu como a do controle, mas ndo a resposta ao

KCI (fig. 15).
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Tempo (min)

Fig. 13 - Efeito do veneno de B. neuwiedi sobre o bloqueio da resposta
contratil da preparagao biventer cervicis de pintainho e sua neutralizacgao.

Cada ponto representa a média + EPM de 4 a 10 experimentos.
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Fig. 14 - Efeito do veneno de B. neuwiedi {20 ng/mi) em preparacgéo biventer
cervicis de pintainho, sob estimulagio indireta (0,2 mseg e 0,1 Hz). Em v,
veneno de B. neuwiedi foi adicionado ao banho sozinho ou com o antiveneno
(incubado por 30 minutos a 37°C, antes de usado). Resposta contraturante da
ACh (@ 60 uM, B 120 uM) e KCI (O 13,4 mM) foi obtida antes e depois da
adicdo do veneno. O trago superior vertical a direita indica a tensao usada nas

preparagoes (0,5g).
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Fig. 15- - Efeito do veneno de B. neuwiedi (200 nug/ml) em preparagiao

biventer cervicis de pintainho, sob estimulagio indireta (0,2 mseg e 0,1 Hz).

Em v, veneno de B. neuwiedi foi adicionado ao banho sozinho ou com o

antiveneno (incubado por 30 minutos a 37°C, antes de usado). Resposta

contraturante da ACh (@ 60 uM, I 120 uM) e KCI ( O 13,4 mM) foi obtida antes e

depois da adigdo do veneno. O trago superior vertical a direita indica a tenséo

usada nas preparacgoes (0,5g).
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Alteracao da temperatura de incubagao:

A semelhanca do que acontece com a crotoxina, o efeito do veneno de
NEU sobre a jungdo neuromuscular, mostrou-se sensivel a diminuigdo da
temperatura. Assim em 3 experimentos em que a temperatura do banho foi
mantida a 24°C em vez de 37°C, observou-se uma inibigéo do efeito bloqueador
do veneno bruto (20 pg/ml). Desta forma evidenciou-se um aspeécto a mais que

aproxima a pegonha de NEU do veneno de CDT (fig. 16).
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Fig. 16 - Efeito da temperatura sobre o bloqueio da resposta contratil a
estimulagao elétrica indireta induzida pelo veneno de B. neuwiedi na
preparagao biyenter cervicis (0,2 mseg e 0,1 Hz) . A- Bloqueio da resposta
contratil a temperatura de 24°C comparado com a temperatura a 37°C. Cada
ponto representa a média + EPM de 3 experimentos. B- Em v, B. neuwiedi (20
ug/ml) foi adicionado. Resposta contraturante da ACh ( @ 60 uM, B 120 uM) e
KCI (O 13,4 mM) foi obtida antes e depois da adicao do veneno. O traco superior

vertical a direita indica a tensao usada nas preparagoées (0,59g).
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-C. d. terrificus

O soro anticrotalico comercial neutralizou em 100%, o bloqueio das
respostas contrateis do musculo, causadas pelo veneno, na dose de 10 pg/ml
(fig. 18). A resposta da preparacdo a acetilcolina manteve-se semelhante ao
controle, apos incubagdo com a mistura veneno + SAC, enquanto a resposta
contraturante do KCI foi reduzida de modo significativo (p< 0,05) em relacdo ao

controle (fig. 17).

10 ng/ml
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Fig. 17 - Efeito do veneno de C.d.terrificus, sobre o perfil miografico da
preparagao biventer cervicis de pintainho, sob estimulagéo indireta (0,2
mseg e 0,1 Hz). Em v, veneno sozinho ou com SAC foi adicionado. Resposta
contraturante da ACh (@ 60 M, B 120 uM) e KCI (O 13,4 mM) foi obtida antes e

depois da adicdo do veneno. O trago superior vertical & direita indica a tensao

usada nas preparacgoes (0,5g).
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Fig. 18 - Efeito do veneno de C. d. terrificus sobre o bloqueio da resposta
contratil da preparacao biventer cervicis de pintainho e sua neutralizacao.

Cada ponto representa a média + EPM de 6 a 8 experimentos.
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CK (uf)

3.3- ESTUDO DA LIBERAGAO DE CREATINO QUINASE (CK)

A determinacéo dos niveis de CK liberada no meio de incubacdo usando-

se a dose de 200 ug/ml para os venenos botropicos e 10 ug/ml para o veneno

crotalico, foi obtida através de aliquotas retiradas do liquido presente no banho.

Todos os musculos biventer cervicis incubados com os diferentes venenos

ensaiados, exibiram um significativo aumento (p<0.05) nos valores de CK, em

relacéo ao valor controle, a partir de 30 minutos de incubac&o da preparagéo. Os

venenos de JSU e NEU foram os que levaram a maior liberac&o desta enzima e

o de JAR foi o que levou a menor liberacdo, para a dose escolhida (fig. 19)..

5000

—=a— B, jararaca 200 pg/mi
—e— B. jararacussu 200 pg/ml
—a— B. moojeni 200 pg/mi
—e— B. neuwiedi 200 pg/ml

—o— B. erythromelas 200 pg/ml
—ao— C. d. terrificus 10 pg/ml
—o— Controle (Krebs)

Tempo (min)

Fig. 19 - Liberacdao de CK induzida pelos venenos estudados. Cada ponto

representa a média de 4 a 6 experimentos + EPM.
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3.3.1 Antagonismo pelo antiveneno comercial

A liberagdo de CK foi diminuida, de modo significante {(p< 0,05), pelo
antiveneno botropico comercial para os venenos, JAR, MOO, ERY. Ambos os
antivenenos, botrépico e crotalico, foram eficazes em neutralizar a liberag&o de
CK induzida pelo veneno de NEU na preparacéo biventer cervicis de pintainho

(fig. 20).

Quando o veneno ensaiado € o de JSU, a liberagcdo de CK foi protegida
pelo antiveneno, quando comparada com a liberagdo promovida pelo veneno

bruto, mas nédo houve prote¢éo se comparada com o controle (fig. 20).

QO soro anticrotalico neutralizou eficazmente a liberagdo de CK pelo

musculo (p< 0,05), quando o veneno ensaiado era o CDT (fig. 20).
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5 [ Controle (Krebs)

5000 * B Controle (Krebs + AV)
1 B 200 ng/mi

I 200 pg/ml + SAB

[ 200 pg/ml + SAC

B 10 ug/mi
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4000 ~
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Fig. 20 - Efeito neutralizante do antiveneno comercial, sobre a liberagao de
CK, induzida pelos venenos estudados apds 120 min de incubagdo. Cada
ponto representa a média + EPM de 4 a 8 experimentos, * p< 0,05 em relacdo ao

controle, # p< 0,05 em relacdo aos venenos brutos.
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3.4 ESTUDO MORFOLOGICO DAS ALTERACOES CAUSADAS PELAS

PEGONHAS E SUA NEUTRALIZAGAO.

-Controle

A figura 21A e 21B mostra seccdo histoldgica do musculo biventer cervicis
de pintainho, apds 120 minutos de incubagéo com solucdo de Krebs, onde pode
se observar o aspecto normal das fibras musculares esqueléticas com as estrias

transversais normais e os feixes de fibras com aspecto poligonal normal.
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Fig. 21 - Corte histolégico do musculo biventer cervicis de pintainho,
incubado durante 120 minutos com solugédo de Krebs. H.E.
(A) Seccdo longitudinal, mostrando o aspecto normal das fibras
musculares, as estriacSes transversais e 0s nucleos periféricos
grandes com cromatina frouxa. Barra=50 um.
(B) Seccéo transversal dos feixes de fibras musculares gue exibem

perfil poligonal normal. Barra=30 um.
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O estudo in vifro da acao dos diferentes venenos botrdpicos, sobre a
estrutura histologica do musculo biventer cervicis, mostrou diferentes tipos de

alteracdes nas fibras musculares, na dose de 200 pg/mi.

-B. jararaca

O veneno de JAR (200 ug/ml) mostrou atividade miotéxica importante que
se expressou pela destruicdo abrupta das miofibrilas de forma que a fibra
muscular aparecia 'quebrada’ em éangulo reto e com o didmetro levemente
aumentado. Junto a area lesada, havia lise 'longitudinaimente’ de feixes de
miofibrilas, mantendo-se outras, ac longo de seu comprimento, aparentemente
ndo rompidas, embora geraimente hipercontraidas. Nestes casos, o didmetro da
fibra muscular podia reduzir-se a menos da metade, restando uma substancia
pulverulenta na area da fibra muscular, onde as miofibrilas foram destruidas (fig.
22A). Como resultado dessa acao, as secgbes do musculo mostravam muitas
regidbes vazias ou frouxamente ocupadas por nucleos esparsos e restos de

membranas.

A neutraliza¢ao revelou um aspecto interessante, regionalizando a agéo do
anti-soro, isto €, as fibras musculares cenirais do muscuio ndo foram protegidas,
enguanto as periféricas assemelhavam-se, morfologicamente, as caracteristicas

de musculos normais (fig. 22B).
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Fig. 22 - Corte histoldgico do misculo biventer cervicis de pintainho
incubado durante 120 minutos com o veneno de B. jararaca (200 pg/ml). H.E.
(A) Veneno: Em corte longitudinal, observe as drasticas alteragées do diametro
das fibras, hipercontracdo das extremidades truncadas (ponta de seta) e
alteragdes do padrdo de estriagdo. Note que ha porcdes 'fantasmas’ das fibras (f).
Barra=30 um.

(B) Veneno + SAB: A protecéo foi mais evidente nas fibras periféricas, enquanto

que as centrais ndo foram protegidas. Barra=40 um.
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-B. jararacusst

Com a mesma concentracdo de 200 ng/ml, o venenc de JSU ndo sé
causou alteragbes que se assemelhavam as produzidas pelo veneno de JRA
(destruicdo abrupta das miofibrilas ou de partes delas), mas também provocou
nas porgbes das fibras musculares mantidas, alteragbes hialinas e (ou)
desestruturacéo das miofibrilas ainda presentes. Como conseqUéncia, muitas
porgbes das secgbes mostravam curtos perfis remanescentes de fibras
mionecroticas ao lado de dreas com nucleos picnéticos soltos e com o que restou

das miofibrilas destruidas (fig. 23A).

Em cortes transversais, havia regifes do musculo com grande
heterogeneidade do diametro das fibras e, as vezes, apenas 0s seus nucleos

soltos e picndticos (fig. 23B).

A neutralizagcdo com o anti-soro parece ter prevenido a agcio miotéxica do

veneno de JSU (fig. 23C).
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Fig. 23 - Corte histolégico do musculo biventer cervicis de pintainho,
incubado durante 120 minutos com o veneno de B. jararacussu {200 pg/mi).
H.E.

(A) Veneno: Em corte longitudinal, as fibras estdo hialinas (h), com aspecto
amorfo, sem estriagdes aparente e nicleos condensados. Observe porcdes onde
as fibras parecem estar 'digeridas' (d). Note também alteracio do volume ao
longo da mesma fibra. Barra= 30 um

(B) Veneno: Corte transversal, apresentando desorganizacdc dos feixes de
fibras, diferenca marcante no didmetro das mesmas. Note fibras com lesao delta
(setas) e edematosas (e). Barra= 30 pm

(C) Veneno + SAB: Protec&o contra o efeito mionecrético. Barra= 40 um
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-B. moojeni

O veneno de MOO (200 pg/ml) levou a um padrdo diverso de alteragdes
mionecroticas nas fibras musculares. Havia menos espacos entre as fibras
musculares, indicando menos destrui¢do de células inteiras ou porgdes delas (fig.
24A). Entretanto, o veneno também destruiu as miofibrilas, causando grande
variabilidade no diametro das células, além de causar aumento da eosinofilia das

mesmas (fig. 24B).

A incubacdo do musculo com o anti-soro se mostrou menos efetiva na

prevencdo ao aparecimento dessas alteracdes (fig. 24C).
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Fig. 24 - Corte histolégico do musculo biventer cervicis de pintainho,
incubado durante 120 minutos com o veneno de B. moojeni (200 ng/mi). H.E.
(A} Veneno: Vista panorémica da secgdo do musculo, mostrando a
heterogeneidade do didmetro das fibras (1 e 2), o seu grau de contratura e os
espacos aumentados entre elas; n= nervo. Barra= 100 um.

(B) Veneno + SAB: Fibras apresentando-se edematosas, com grande diametro &

algumas com extremidade cortada. Barra= 40 um.
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-B. erythromelas

A andlise das secgdes de musculo biventer cervicis de pintainhos
incubados com o veneno bruto de ERY, produziu células bastante edematosas
com didmetros avantajados ao lado de outras com diametros normais ou
reduzidos (Figs. 25A e 25B). Curiosamente, varias fibras mostraram ndcleos
centrais, as vezes visiveis em disposic@o axial, outras mostravam-se hialinas. Em

muitas, a estriacdo transversal era, contudo, visivel.

A neutralizagdo foi bastante eficaz na abolicdo desses efeitos miotoxicos
{fig. 25C). Em corte transversal, foi possivel verificar que a organizacédo em
feixes, das fibras, foi também preservada, no musculo incubado com o antiveneno

(fig. 25D).
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Fig. 25 - Corte histolégico do musculo biventer cervicis de pintainho,
incubado durante 120 minutos com o veneno de B. erythromelas (200
ug/ml). H.E.

(A} Veneno: Corte longitudinal, mostrando as fibras musculares degeneradas,
algumas com extremidades abruptamente cortadas. Note que as estrias estéo
preservadas em algumas fibras. Barra= 30 um.

(B) Veneno: Corte transversal, apresentando fibras edematosas (e), com grande
didmetro e nicleos centrais. Barra= 50 pL.

(C e D) Veneno + SAB: Protecao contra o efeito mionecrético. Barra= 40 um.



Resultados 64

-B. neuwiedi

0O veneno de NEU (200 pg/ml} produziu alteragGes severas nas fibras
musculares do musculo biventer cervicis. Houve destruicdo macica das fibras
localizadas na porcdo central do muscuio, revelada pela ampla regido vazia. A
regido periferica do musculo, embora bastante afetada, mostrou nimero maior de
fibras musculares. Muitas dessas fibras ndo portavam nlcleos e, todas as
periféricas e as centrais estavam bastante danificadas e com padrdo hialino (fig.
26A). O aspecto amorfo, sem estriagédo transversal e mesmo longitudinal das
fibras musculares, a presenca de 'miofibrilas’ esgarcadas com aspectos de rede
frouxa, a celularidade aumentada com presenga de macréfagos e, provavelmente

monodcitos, s8o algumas das alteracdes visiveis (fig. 26B).

O soro antibotropico (SAB) preveniu parcialmente, as alteragdes causadas
pela incubagao do musculo com ¢ veneno bruto da especie. Em corte transversal,
muitos feixes musculares estavam bem organizados e os didmetros das fibras
bastante homogéneos, porém largos espagos com restos de membranas e
nucleos intercalavam-se aos feixes (fig. 26C). Se esses espagos correspondem a
exsudados, ou se foram produzidos por destruicdo das fibras € dificil afirmar. Em
corte longitudinal, de outras regides do musculo, 0 aspecto poderia ser algo

diverso, sem a presenga dos espacos (fig. 26D).
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O soro anticrotalico (SAC) foi bastante eficaz na neutralizacdc da
alteragbes mionecroticas das fibras periféricas do musculo, contudo menos
eficiente para as fibras centrais. A fig. 26E mostra, de forma aguda, o padrao
diverso de resposta das fibras musculares periféricas e centrais a neutralizacao
pelo SAC. As alteracdes, ainda presentes no centro do musculo, foram fibras
hialinas altamente eosindfilas e hipercontraidas, distor¢do de didmetro, e restos

membranosos.
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Fig. 26 - Corte histolégico do musculo biventer cervicis de pintainho,
incubado durante 120 minutos com o veneno de B. neuwiedi (200 ng/mi),
H.E.

(A) Veneno: Corte longitudinal, mostrando mionecrose severa com fibras
edematosas e porcoes onde as fibras foram totalmente digeridas. Barra= 30 um.
(B) Veneno: Corte transversal, mostrando g Parte central bastante danificada com
aspecto amorto. Barra= 50 Lm.

(C) Veneno + SAB: Corte longitudinal: feixes musculares bem organizados e com
diametro homogeneo. Note 0s espacos entre eles. Barra= 40 um.

(D} Veneno + SAB: Corte longitudinal, mostrando a protecao do soro. Barra=40
Lwm,

(E) Veneno + SAC: Corte apresentando protecdo na parte periférica, note que, no

centro do masculo, o SAC nio foi eficaz em proteger as fibras. Barra= 40 um.
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-C. d. terrificus

O veneno bruto de CDT mostrou aitissima atividade miotdxica como
revelado pelas importantes alteragbes morfologicas observadas. A faixa periférica
do musculo, embora menos afetada (fig. 27A), foi bastante atingida levando 3
dispersao das miofibrilas e consequente ma definicdo da fibra muscular como
unidade morfoldgica e funcional. Em outras células, onde a disperséo miofibrilar
nao ocorreu, as fibras estavam eosinéfilas e algo contraidas. Por outro lado, o
veneno acometeu preponderantemente as fibras musculares centrais do musculo,
destruindo total ou parcialmente muitas delas. Muitas vezes, apenas os nicleos

foram os componentes da fibra que restaram (fig. 27B).

A incubacdo com o soro anticrotalico mostrou-se bastante eficaz na
neutralizacdo da acdo miotdxica do veneno e prevengao do aparecimento dos
danos morfoldgicos (fig. 27C). Como aconteceu com os venenos de B. jararaca
(SAB) e B. neuwiedi (SAC) incubados com o antisoro, as fibras musculares do
musculo biventer cervicis incubadas éom o veneno de CDT + SAC, mostraram-se
com o mesmo comportamento, ou seja, as fibras mais centrais estavam mais
contraidas, denotando porém, zonas com estriacdo visivel, enquanto as
periféricas apresentavam-se normais, estriadas, nucleos periféricos com

cromatina frouxa, enfim dentro dos padrdes de integridade morfolégica.
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Fig. 27- Corte histolégico do musculo biventer cervicis de pintainho,
incubado durante 120 minutos com o veneno de C. d. terrificus (10 pg/mi).
H.E.

{A) Veneno: Corte longitudinal: Vista panoramica apresentando hipercontracéo
e/ou esgarcamento dos micfilamentos. Barra= 50 um.

(B) Veneno: Mionecrose severa com grande espaco entre as fibras. Barra= 30
L.

(C) Veneno + SAC: Corte longitudinal, mostrando a protecdo do soro na parte

periférica. Fibras hipercontraidas na regiao central. Barra= 30 um.
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Nos experimentos para a determinacdo da toxicidade dos venenos
botropicos estudados, observamos uma consideravel diferenca entre eles, quer
em relagdo a poténcia como ao mecanismo bloqueador neuromuscular que
exibem. Podemos citar, como exemplo, o valor da DLs; do veneno de B. neuwiedi
(1,56 mg/kg) que se mostrou menos téxico do que o veneno de B. erythromelas
(0,55 mg/kg), entretanto gquando comparados em termos de capacidade
bloqueadora neuromuscular observou-se que o veneno de B. neuwiedi se revelou
mais neurotdxico. Estas diferencas na atividade de cada veneno, provavelmente
reflitam as variacbes interespecificas entre os distintos venenos botrépicos.
Muitos estudos tém considerado as diferentes caracteristicas bioguimicas dos
venenos como sendo um critério para a diferenciacio e classificagcdo de espécies
de serpentes (TAN & PONNUDURAI, 1991, 1992a). No entanto, outros autores
argumentam gue as propriedades do venenc néo séo aplicaveis, uma vez que 0s
mesmos variam individualmente em sua composig@o, devido a diferengas
geogréficas, estacionais, de idade, sexo e dieta da serpente, além de
diversidades quanto aos procedimentos de secagem e/ou estocagem do veneno
(CHIPPAUX et al., 1991, GUTIERREZ et al., 1980b; LOMONTE et al., 1983;
MINTON & WEINSTEIN, 1986; MEIER, i986; WILLEMSE, 1978; VITAL BRAZIL,
1987: CASAIS-E-SILVA, 1995). Alem disso, a classe de animal a ser utilizada na
experimentagédo constitui um fator a ser considerado para a analise da letalidade
(DLso), pois 0 veneno de JSU por exemplo, & pouco toxico para aves, quando

ensaiado em pintainho (DLse, 26,90 mg/kg), no entanto é potente para mamiferos,
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quando o animal € o camundongo (518 mg,kg) (VILLARROEL, et af,

1978/1979b).

Os estudos das peconhas das serpentes do género Bothrops tém sido,
direcionados para a compreensdo dos fendmenos biologicos envolvidos nos
efeitos que as mesmas causam no local da picada; como hemorragia, edema e
mionecrose. Entretanto, ja foi demonstrado que, serpentes deste género, podem
apresentar efeito neurotéxico comec e o caso da Bothrops jararacussu
(RODRIGUES-SIMIONI, BORGESE, CECCARELLI, 1983) e Bothrops insularis

(COGO et af., 1993).

Neurotoxinas presentes nos venenos de serpentes que causam paralisia
neuromuscular agem pré-juncionalmente, interferindo scbre a liberacdo de
acetilcolina ou pés-juncionalmente, bloqueando os receptores para a acetilcolina.
HARVEY ef al., (1294) observaram que esses mecanismos de agdo sdo melhor
visualizados, quando ©s ensaios s&o realizados na preparacao biventer cervicis
de pintainho. A atividade pré-sinaptica da neurotoxina pode abolir a contragéo
evocada, sem afetar a resposta do agonista colinergico e a resposta do musculo
por contratura induzida pelo potassio (BARFARAZ & HARVEY, 1994).
Neurotoxinas que agem pés-sinapticamente podem bloquear as respostas a
acetilcolina assim como a estimulacdo indireta, mas ndo afetar as respostas ao

potassio, e a estimulagéo direta no musculo.
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No presente trabalho ficou demonstrado que, dos venenos botrdpicos
estudados, apenas o veneno de NEU, mostrou um efeito neurotdxico pré-
sinaptico. Essa demonstragdo € consubstanciada pelo fato de que, apds o
blogueio neuromuscular completo, a preparagdo manteve-se respondendo & agéo
contraturante da acetilcolina e potassio,embora este resultado tenha sido obtido
apenas com doses baixas do veneno (20 pug/ml). Ja em altas doses (200 pg/mil),
tal efeito foi abolido, passando a atuar tipicamente como os demais venenos
botropicos. Estes resultados corroboram com o que & conhecido da poténcia
relativa de toxinas sobre preparacbes neuromusculares isoladas, onde baixas
concentragdes de veneno podem revelar a presencga de neurotoxinas, enquanto
altas concentragdes podem ser necessérias para indicar a possivel presenca de
componentes miotdxicos (HARVEY ef al, 1994). O efeito blogueador
neuromuscular, causado pelo veneno de NEU, nao foi neutralizado pelo SAB, em
qualquer das doses utilizadas ( 20 e 200 pg/ml}, porem foi totalmente neutralizado
pelo SAC, na dose de 20 ug/ml e parcialmente neutralizado, quando a dose usada
foi de 200 pg/mi, sugerindo uma reagéc antigénica cruzada entre este veneno
botrépico e o SAC. No entanto, o SAB mas ndo o SAC protegeu de maneira
efetiva a resposta contraturante a ACh, ao final de 120 min. Alem disso nenhum
dos antivenenos (SAC ou SAB) utilizados, foram capazes de neutralizar ©
blogueio da resposta contraturante do KCI, o que poderia estar relacionado ao

uso de dose sub maximal de KCI (13,4 mM).
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Quando utilizado o SAB, observamos protecio efetiva sobre o efeito
blogueador neuromuscular dos venenos de JRA e MQOQO, enquanto para os
venenos de JSU e ERY esta ficou em torno de 50%. Com relagdo ac veneno de
ERY, a protecdo foi menos efetiva, provavelmente pelo fato desse veneno nao
constar no “pool” de imunizagdo dos animais, na fabricagéo do AV, que € obtido
apds inoculagdo de uma mistura de venenos das espécies B. jararaca. B
alternatus, B. moojeni, B. cotiara, B. neuwiedi e B. jararacussu. Em todos os
venenos botropicos estudados, com exce¢do da JSU, a incubacdo do veneno +
AV determinou um aumento na amplitude das contragdes musculares, 0 que
poderia estar relacionado com a presenca de uma substancia termoestavel do AV,
com capacidade de induzir facilitag&o da neurotransmisséo, pois a desnaturagdo
da mistura veneno + AV (95°C durante 5 min) manteve esse efeito facilitador

(FRANCO, 1997).

O SAB nao foi capaz de proteger a resposta contraturante da acetilcolina e
do potassio, 0 que correlaciona bem com a baixa efeciéncia da soroterapia em
impedir a evolucdo das lesBes locais em picades por serpentes do género

Bothrops (FERREIRA, MOURA-DA-SILVA, MOTA, 1992).

Toxinas que induzem degeneracé&c em células do musculo esquelético
estdo amplamente distribuidas nos venenos de serpentes (MEBS, EHRENFELD,

SAMEJIMA, 1983). Do ponto de vista biologico, isso ndo parece surpreender,
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porgue o musculo esquelético compreende 80% da massa corpdrea de mamiferos
(HARRIS & CULLEN, 1990), e as peconhas s&o funcionalmente importantes n&o

s6 para matar a presa mas também para sua digestdo (DUFTON, 1993).

As peconhas botropicas possuem a capacidade de liberar CK devido aos
componentes que rompem a membrana celular. A CK € uma enzima que situa-se
ao nivel de pontes entre os filamentos de miesina, na regido M da fibra muscular
e transfere grupos fosfato da fosfocreatina ao ADP, transformando-o em ATP
(Reagéo de Lohmann), que € rapidamente utilizado pela célula como fonte
imediata de energia para a contragido muscular, Esta é uma enzima
essencialmente citoplasmatica, e seu aparecimento no liquido nutritivo ou no soro
de individuos pode indicar alteragdes na permeabilidade da membrana muscular

ou mesmo lesdo celular (SUAREZ-KURTZ, 1883),

A medida da concentragdo plasmatica de CK € rotineiramente feita em
pacientes com danos musculares severos, agudos ou crénicos (PRESTON et al.,
1990). Todavia, alguns problemas s&c levantados quanio a utilizagdo deste
método para a determinacéo de efeitos induzidos por venenos efou toxinas de
serpentes. Além da auséncia de correlagdo desta dosagem com o dano
propriamente dito para alguns venenos, esta enzima também esta presente em
altas concentracdes nas células do cérebro e musculo cardiaco. Assim, um

aumento dos niveis séricos pode refletir uma necrose em qualquer destes tecidos.
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Uma solucéo proposta por diversos autores € a de primeiro avaliar
histologicamente estes 6rg&os em estudos prévios para determinar qual tecido foi
lesado ou analisar as isoenzimas de CK (OWNBY ef a/., 1982). NAKADA et al.
(1980) determinaram que 99% da CK liberada apds o envenenamento por
serpente “habu” ( Trimeresurus flavoviridis), é proveniente do musculo esquelético.
Tal efeito também foi encontrado por OWNBY ef al. (1982) com miotoxina a de
Crotalus viridis viridis. De modo geral, é recomendado o uso de uma associacéo

entre as andlises histologica e enzimética dos tecidos.

Varios autores (GUTIERREZ, ARROYO, BOLANOS, 1980; MELO &
SUAREZ-KURTZ, 1987; MELO & SUAREZ-KURTZ, 1985, MORENO &
GUTIERREZ, 1988) admitem a existéncia de uma correlacéo entre os niveis de

CK liberado e a lesdo celular provocada pelas miotoxinas ofidicas.

Todos os venenos estudados induziram a liberagdo de CK, entretanto os
niveis de CK foram bastante diferentes para cada veneno, sendo que o veneno de
B. jararacussu foi o que teve o maior nivel de liberacdo desta enzima e os
venenos de B. jararaca e B. erythromelas 0s que apresentaram menor nivel.
Resultados semelhantes foram observados por MOURA-DA SILVA, CARDOSO,

TANIZAKI (1990),
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A andlise da neutralizacdo da liberagdo de CK mostrou-se efetiva
para os venenos investigados com excegéo do veneno de JSU, que teve os niveis
bastante elevados, tanto frente ao antiveneno botrdpico quanto ao antiveneno

crotalico.

Embora o soro antibotrépico ndc tenha interferido nos niveis de CK
liberado pelas fibras musculares quando o veneno usado era o de B. jararacussu,
esse resultado nfo encontrou, aparentemente correspondéncia com as
observadas morfologicamente. O exame histolégico mostrou que a utilizagédo do
soro antibotropico parece ter prevenido bastante bem as alteragbes mionecroéticas
induzidas pelo veneno. Esta discrepancia pode ser aparente, uma vez que a
analise histologica ndo permite constatar alteracfes muito iniciais envolvendo a
lise da membrana plasmatica. A soroterapia impediria o avango da mionecrose
permanecendo esta no estagio inicial, mas ja com comprometimento da
membrana da fibra muscular, o que sustentaria os achados de niveis elevados de

CK no meio nutritivo.

Vale lembrar que as alteracdes bioquimicas, assim como, as fisiologicas,
nem sempre coincidem temporalmente com as alteragdes morfologicas, isto é, as
vezes alteragbes funcionais ja s&o evidentes, mas nd&o ha a correspondéncia

quanto & alteragéc de estrutura e vice e versa. Isto ocorre entre outras razdes, por
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mecanismos relacionados com a margem de seguranga que o0s sistemas

biolégicos possuem.

No presente trabalho demonstramos que todos o0s venenos botrépicos
estudados possuem acgdo miotdxica,determinando mionecrose em diferentes
graus, caracterizada por 'lestes deita’, fibras edematosas, hipercontracao das
miofibrilas, fibras musculares abruptamente interrompidas, nucleos picndticos,
espagos vazios entre os feixes de fibras e alguns nucleos soltos no citoplasma
desprovidos de miofibrilas. O grau de les&o foi maior para preparagées incubadas

com os venenos de JSU e NEU.

As alteragbes morfologicas causadas tanto por toxinas isoladas dos
venenos de elapideos (notexina, taipoxina, crotoxina) e de serpentes do género
Bothrops (miotoxina de B. asper), quanto por veneno bruto, tém indicado que o
tipo de mionecrose que determinam & devido a atividade de mictoxinas com acgéo
fosfolipasica (GUTIERREZ & CERDAS, 1984). A fosfolipase atuaria diretamente
degradando os fosfolipideos, afetando portanto, a membrana sarcolemal
(GUTIERREZ et al.,, 1984). Todavia, GUTIERREZ, ef a/. (1989) isolaram uma
miotoxina do veneno de Bothrops nummifer que apresenta acdo semelhante as

anteriores, sem apresentar atividade fosfolipasica.
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Na andlise da neutralizagdo da atividade miotdxica, verificou-se uma
protec@o para todos os venenos utilizados, contudo essa protegéo revelou-se
diferente para cada um deles. Para ¢ de NEU foram utilizados tanto o AV
botropico quanto o AV crotalico, observando-se que os dois AVs foram eficazes

em neutralizar o efeito miotoxico induzido pelo veneno bruto.

O antiveneno foi um importante instrumento corroborando a identificacao
das diferencas interespecificas que existem entre os varios venenos botropicos

estudados.
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N3o houve relacédo direta entre a atividade bloqueadora neuromuscular in vitro
e os valores das DLs,, provavelmente devido as diferengas na distribuicio

exibida desses venenos no organismo apds injecéo pela via intramuscular.

Dos venenos botrépicos estudados, apenas o veneno de NEU, mostrou uma
acdo pré-sindptica, quando aplicado em baixas doses (5, 10 e 20 ug/ml), pois
apbés o blogueio neuromuscular total, foram mantidas as respostas

contraturantes & ACh e ao KCI .

O SAB neutralizou de maneira diferenciada a atividade neuromuscular dos
venenos botrdpicos estudados. Este AV foi incapaz de neutralizar a agéo
neuromuscular do veneno de NEU, ao passo que o SAC foi eficiente em
proteger este efeito, sugerindo a presenca de reatividade antigénica cruzada

deste veneno com o AV crotélico.

Verificou-se uma correlacdo positiva entre as alteragbes qualitativas

mionecréticas e liberagdo de CK induzida por todos os venenos estudados.

A associacdo de técnicas miografica, histolégica e enzimatica, constitui um
modelo Utif no estudo de venenos ofidicos para demonstrar as diferencas

interespecificas.



6-SUMMARY



Summary 82

The aim of this study was to evaluate the interspecific differences in the
neurotoxic and myotoxic activities of Bothrops jararaca, Bothrops jararacussu,
Bothrops moojeni, Bothrops erythromelas and Bothrops neuwiedi venoms as well
as their neutralization by anti-bothropic antivenom for both activities. Crofalus
durissus terrificus venom was used as a positive control. The chick biventer
cervicis preparation was used throughout this study. There was no direct
relationship between the in vifro neurotoxicity and the LDs, of the venoms. The
venom of B. neuwiedi was the only bothropic venom that showed neurotoxic
activity, although this effect was seen only at low doses (5, 10 and 20 pg/ml);
when a dose of 200 png/mi was used this venom behaved like the other bothropic
venoms. The neuromuscular blocking and myotoxic actions of this venom may
involve a neurotoxic PLA; since the temperature at which the experiment was
performed influenced the neurotoxic effect observed. Commercial anti-bothropic
antivenom neutralized the Bofhrops venoms {o different degrees, and was unable
to neutralize the neuromuscular effects of B. neuwiedi venom. In contrast, anti-
crotalic antivenom showed some degree of protection against the acting to this
venom. All of the venoms stimulated the release of CK, with those of B.
jararacussu and B. neuwiedi being the most potent. Commercial anti-bothropic
antivenom prevented the release of CK by the venoms, although its efficacy
against B. jararacussu venom was low. All of the venoms produced myonecrosis,
including fragmentation of the fibers, delta lesions, hypercontraction of the

myofibrils and edema. The venoms of B. jararacussu and B. neuwiedi were the
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most potent in destroying fibers. Commercial anti-bothropic antivenom was

efficient in neutralizing this activity, except in the case of B. jararacussu venom.
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