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Errata

p.15-1.6., onde se Ié&:

MEBS & OWNBY (1990) definem miotoxicidade como uma acao especifica do veneno
sobre 0 musculo esquelético, causado por substancias denominadas miotoxinas, que
exercem, portanto, uma agéo direta e especifica sobre o musculo esquelético, levando 3
degeneracéo e morte celular (mionecrose).

leia-se:
MEBS & OWNBY (1990) definem miotoxicidade como uma agéo direta e especifica do
veneno scbre o musculo esquelético, causada por substancias denominadas miotoxinas,

que levam a degeneragio e morte celular (mionecrose).

p. 27 - Quadro 1, onde se lé:

Oligtiria ou antria
Leve ausente ou tardia

leia-se;

Oliguria ou anuria
Leve ausente

p. 32 - 2.2.1.1. Procedimento, onde se 1&, na ultima linha:
(...) determinar a capacidade neutralizante dos AV especificos.
leia-se:

(...} determinar a capacidade neutralizante dos AV (comercial e especifico).

p. 33 -2.2.2., onde se {é:
Apos a anestesia (hidrato de cloral 10%) (...)
leia-se:

Apoés a anestesia com hidrato de cloral (300 mg/kg, i.p.) (...)
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar as atividades neurotoxica e miotoxica das
peconhas de Crofalus durissus terrificus (Cdt,10 pg/ml), Bothrops jararacussu (Bjssu, 50
pg/mt) e de suas principais toxinas, crotoxina (CrTX, 10 ug/mi) e bothropstoxina (BthTX, 20
ug/mi), respectivamente. Utilizamos antivenenos (AV) comerciais e especificos para avaliar
a capacidade de neutralizagdo dessas atividades, em preparagdes  bioldgicas
(can'iundongo), nervo frénico-diafragma (NFD) e extensor digitorum longus (EDL).

O AV eqiiino comercial empregado foi produzido pelo Instituto Vital Brazil. O AV
especifico foi produzido por inoculagdo sucessiva, em coethos, com veneno total de Cdt,
Bissu e da toxina CrTX. O acompanhamento da produgéo de anticorpos foi realizado por
imunodifus&o e, posteriormente, confirmado pela técnica de ELISA.

A atividade neurotdxica foi avaliada por intermédio de técnica miografica e a
miotoxica, através de determinagdo de creatinoquinase (CK), in vitro, e de analise
histolégica.

Os dois venenos e suas respectivas toxinas produziram blogueio neuromuscular
dose-dependente e mionecrose, em diferentes graus. O estudo do bloqueio neuromuscular
evidenciou diferencas entre as preparagdes utilizadas (NFD e EDL), quanto a sensibilidade
aos venenos e toxinas, provavelmente pela constituicdo predominante de fibras de
contrac¢do rapida (EDL) e ienta (NFD).

A neutralizagdo do blogueio neuromuscular mostrou ser dose-dependente na
preparagdo NFD e, a partir de determinada dose de AV, foi registrada uma facilitag&o
importante para os AV comerciais. A neutralizagdo cruzada também foi investigada para

Bjssu e BthTX, em ambas as preparagdes, e novamente a resposta foi diferente entre elas.




Resumo

Os elevados niveis obtidos da enzima CK, liberada apds 120 minutos de exposicéo
aos AV, sozinhos, o que pretendia ser um simples controle, revelou que, possivelmente a
quantidade de proteinas interfira no mecanismo liberador de CK  Isto sugere que a
determinacdo enzimatica, em associagdo a andlise histoldgica, pode constituir um parametro
guantitativoe de mionecrose, mas deve ser interpretada com cuidado na avaliagdo de lesé@o
celular se estudada individuatmente.

A anaiise histologica revelou que a capacidade do veneno botrépico de destruir a
musculatura esquelética € maior do que a do crotalico, nas condices experimentais
empregadas. Os AV especificos foram eficientes na neutralizagdo da miotoxicidade.

Pode-se concluir que, o estudo da neutralizagdo com AV produzido de fragdes
purificadas, associada aos parametros miograficos e miotéxicos, pode constituir um modelo

util na dissociagdo entre as atividades neurotdxica e miotdxica das toxinas.
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Introdugfio

Os venenos ofidicos consistem de uma mistura de proteinas, dotadas de_atividades
enzimaticas e (ou) toxicas, e de outros constituintes. De acordo com VITAL BRAZIL {(1982),
0 estudo farmacoldgico dos venenos animais e de suas “toxinas é da mais alta importancia

sob muitiplos aspectos, pois:

+ através dele é possivel adquirir conhecimento adequado da fisiopatologia dos
envenenamentos e instituir medidas racionais a serem acrescentadas ao tratamento
soroterapico;

» tem revelado substancias que vém contribuindo, de modo decisivo, para o
esclarecimento, principaimente em nivel molecular, de varios fendmenos fisiologicos e
fisiopatotdgicos;

» tem contribuido para o desenvolvimento de substancias que se revelam promissoras em
terapéutica, cujo estudo da estrutura quimica e das fungbes pode contribuir para

esclarecer relagbes taxondmicas enire 0s animais venenosos.

As peconhas ofidicas produzem efeitos no organismo animal, quer indiretamente,
através da liberagéo de substancias farmacotogicamente ativas, quer diretamente, através
de acdes nas membranas celulares. Seus principios ativos séo proteinas de estrutura, ponto
isoelétrico e peso molecuiar muito varidvel. Algumas podem encerrar, também, polipeptidios
farmacologicamente ativos. Muitas proteinas dos venenos ofidicos exercem atividades
enzimaticas. Contudo, das multipias atividades enzimaticas detectadas nas pegonhas dos
tanatofidios, poucas s&o de importancia na génese de efeitos farmacologicos. Dentre estas,

destacam-se as proteasicas, a fosfolipasica e a hialuronidasica.

* O termo toxina é geralmente empregado no sentido de ‘venenoc’ ou ‘pegonha’, podendo designar a pegonha
ou veneno integrais ou apenas um de seus componentes. Neste estudo, designamos toxina como um dos
componentes do venenc (crotoxina ou bothropstoxina).
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Introdugiio

As peconhas ofidicas produzem uma variedade de sintomas quando injetadas em
animais, ou mesmo em humanos, em caso de acidente (MEBS & OWNBY, 1990). Além de
efeitos agudos, que podem representar uma ameaga a vida, como faléncia cardiovascutar
ou renal, chogue e paralisia; outras manifestagdes, como edema hemorragico e necrose
local, afetam naoc s6 a pele, como também a camada muscular, causando, muitas vezes,
incapacidade prolongada ou permanente. Alteragdes patologicas sdo observadas apos
injecdo de vérias pegonhas no tecido muscular, desde edema e hemorragia, até eventos
degenerativos e graves processos mioliticos (HOMMA & TU, 1971; OWNBY, 1982; MEBS,

EHRENFELD, SAMEJIMA, 1983).

1.1. CLASSIFICAGAO DAS SERPENTES

As serpentes venenosas existentes no Brasil pertencem a duas familias, Elapidae e
Viperidae (subfamilia Crotalinae). O unico genero da familia Elapidae, no Brasil, € ©
Micrurus, cujas espécies séo conhecidas popularmente por corais. Os representantes da

subfamilia Crotalinae pertencem aos géneros Crotalus, Lachesis e Bothrops.

1.2. DADOS EPIDEMIOLOGICOS

Os acidentes ofidicos tém importancia médica em virtude do grande numero de
pessoas atingidas e pela propria gravidade que representam. No Brasil, das notificages
de acidentes ofidicos (janeiro de 1990 a dezembro de 1993) informando o género a que a
serpente pertencia, 80,5% eram do género Bothrops; 7.7%, Crotalus, 1,4%, Lachesis e

0,4%, Micrurus (MINISTERIO DA SAUDE, 1997).
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No Estadc de S&o Paulo, nos anos de 1986 a 1990 observou-se a seguinte
frequéncia: 86% do género Bothrops; 12,9%, Crotalus e 1,1%, Micrurus. Néao ha relatos de
acidentes por serpentes do género Lachesis no Estado de Sao Paulo (MANUAL DE

VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 1993).

1.3. GENERO Crotalus

As serpentes do género Crotalus s&o representadas na Ameérica do Sul por varias
subespécies de Crotalus durissus. As principais agbes do veneno de C. d. terrficus s&o

(JORGE & RIBEIRO, 1990; MANUAL DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 1993):

e ‘neurotoxica’ (derivada da agéo da fragdo crotoxina do veneno), cuja manifestagdo
caracteriza 0 chamado facies miasténico’ - ptose palpebral uni ou bilateral e paralisia da

musculatura facial (ROSENFELD, 1971; VITAL BRAZIL, 1980},

e ‘miotdxica’, caracte,gzada por lesbes de fibras musculares esqueléticas, que liberam
enzimas e mioglobina para o sangue e, posteriormente, para a urina {mioglobindria). A
mioglobintria constitui a manifestagéo clinica mais evidente da necrose da musculatura
esquelética (rabdomidiise). N@o esta identificada a fragdo do veneno que produz este
ofeito miotéxico sistémico. A agdo miotdxica do veneno manifesta-se nas dores
musculares generalizadas e no escurecimento da urina, sendo o 6ébito geralmente

causado por insuficiéncia renal aguda (AZEVEDO-MARQUES, CUPO, HERING, 1987),

e ‘coagulante’, cuja atividade in vitro é do tipo trombina, podendo provocar

incoagulabilidade sanguinea (RAW et al, 1986; ALEXANDER et af, 1988).
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O diagnostico clinico do envenenamento crotalico baseia-se, principalmente, na
observag¢ao de manifestagcoes sistémicas, decorrentes das agbes neurotdxicas, miotoxicas e

coagulantes do veneno (ROSENFELD, 1971).

1.3.1. Crotalus durissus terrificus (Cdt)

Duas variedades regionais (BARRIO & VITAL BRAZIL, 1951) de veneno podem ser

identificadas nesia espécie:

Tipo | (Brasil, Argentina) - induz, numa primeira fase, ataque espasmoédico em
camundongos e ratos; rigidez muscular em cdes. Numa fase posterior, hipotonia muscular e

paratisia flacida.
Tipo Il {Brasil) - produz apenas hipotonia muscular e paralisia ficida.

Tal diferenga no comportamento farmacologico deve-se, respectivamente, a presenca

(“crotamine-positive”) ou auséncia (“crotamine-negative”) da crotamina no veneno. Esta &

uma toxina polipeptidica, fortemente basica, com PM de 4.900.

As principais toxinas presentes no veneno de Cdt incluem, além da crotamina
(responsavel pela agdo muscular), giroxina, convuixina e crotoxina, que é o principal

componente téxico e responséavel pela elevada toxicidade do veneno (VITAL BRAZIL,1972).

O veneno de Cdt tem sido muito investigado, tanto bioidgica como
farmacologicamente, com o isolamento de toxinas e enzimas (TU, 1977, 1982). BERCOVICI
et al. (1987), isolaram sistematicamente, do mesmo lote: &'-nucleotidase, fosfodiesterase,
enzima tipo trombina, fosfolipase A,, crotapotina, convuixina e giroxina. Em outras fracdes,

foram identificadas a presenga de L-amino acido oxidase, atividade de calicreina tipo
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tissular e NAD-hidrolase.

1.3.2. Crotoxina (CrTX)

Esta toxina, isolada por SLOTTA & FRAENKEL-CONRAT (1938), tem PM de 30.000.
E um complexo com duas subunidades, possivelmente em combinacéo idnica, uma das
quais (subunidade basica, fosfatidato 2-acilhidrolase, EC 3.1.1.4) possui a atividade
fosfolipasica (HENDON & FRAENKEL-CONRAT, 1971, RUBSAMEN, BREITHAUPT,
HABERMANN, 1971; BREITHAUPT, 1976). A subunidade &cida (crotapotina) ndo tem

nenhuma atividade catalitica, mas, quando adicionada & subunidade basica, aumenta sua

atividade farmacolégica (BON et al., 1979).

A CrTX apresenta atividades neurotoxica (VITAL BRAZIL, 1966), miotdxica
(AZEVEDO-MARQUES et al, 1982; CUPO, AZEVEDO-MARQUES, HERING, 1988) e

hemolitica (ROSENFELD, 1971).

A atividade neurotdxica da CrTX deve-se, provavelmente, a inibigéo do influxo do ion
calcio, necessario a liberagéo da ACh pelos impulsos nervosos (VITAL BRAZIL, FONTANA,
HELUANY, 1979). A acéo pré-sinaptica produz uma alteracéo trifasica na liberagéo evocada
do transmissor (LEE & HO, 1982; CHANG, 1985; STRONG, 1987): inibi¢éo inicial, atribuida
a ligagdo da toxina ao sitio pré-sinaptico especifico, seguida por facilitagéo da liberagao de
ACh e progressiva depresséo, até blogueio ireversivel da transmisséo. A CrTX também
bloqueia 0 aumento do efiuxo de Na' de microvesiculas excitaveis, causado peta
carbamilcolina, em preparacéo de 6rgéo elétrico de Torpedo marmorata, tendo, portanto,
agéo pos-sinaptica (BON et al., 1979), originalmente cbservada por VITAL BRAZIL (1966),

em preparacéo isolada de diafragma de rato.
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A CrTX tem sido estudada ha mais de meio século, através de métodos
cromatograficos, eletroforéticos e bioldgicos ( vide BON ef al., 1989). Estudos bioquimicos
permitiram o sequenciamento parcial de ambas as subunidades (FRAENKEL-CONRAT,
JENG, HSIANG, 1980; AIRD ef a/., 1985) e, posteriormente, o0s sequenciamentos completos

das subunidades béasica e acida da CrTX (AIRD ef al., 1986; 18380).

A neutralizagdo com antiveneno (AV) tem sido outro instrumento utilizado por
diversos pesquisadores, como HANASHIRO, DA SILVA, BIER (1978). Eles demonstraram
que o AV produzido, em coelho, contra a subunidade basica da CrTX, foi capaz de
neutralizar a atividade ietai da CrTX intacta e da CrTX do veneno total, em camundongos.
KAISER & MIDDLEBROOK (1988) produziram  anticorpo monoclonal através de
imunizacdo, em camundongos, com CrTX, para melhor entender sua fung&o bioidgica.

GOPALAKRISHNAKONE et al. (1980); GOPALAKRISHNAKONE, HAWGOQD,
THEAKSTON (1981) demonstraram que o AV contra CrTX reconstituida reagia com a toxina
Mojave (Crotalus scutulatus scutulatus), neutralizando-a, quando pré-incubada com a
mesma, antes da injecdo em camundongos. A toxicidade ao musculo esquelético foi
demonstrada in vivo por GOPALAKRISHNAKONE et al. (1984).

Mais recentemente, métodos de ELISA e imunodifusée de Quchteriony tém sido
utilizados (KAISER et al., 1986) para determinar a eficacia relativa de AV contra a CrTX e

suas subunidades, em camundongos.

Qutras abordagens com a CrTX tém sido consideradas, a saber: seus efeitos no
coracéo isolado de cobaia (SANTOS et al, 1990), conseqiéncias de inibidores do
metabolismo do acido araquiddnico na indugdo da neurotoxicidade pela CrTX, na

JNM (EDWARDS, HAWGOOD, SMITH, 1990), agbes sobre agregacéo plaquetaria
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(LANDUCCI ef al,, 1994) e efeitos sobre o comportamento (ansiedade e emocionalidade),

em ratos (MOREIRA ef al., 1995).

Uma proteina com propriedade neutralizante foi isolada do sangue da cascavel e
mostrou agir especificamente sobre a CrTX. Ela foi denominada CICS (“crotoxin inhibitor
from Crotalus serum”) por PERALES et a/. (1995). Seu efeito neutralizante foi demonstrado
in vivo por ensaios contra letalidade. A CICS liga-se & subunidade fosfolipasica basica da
CrTX (mas ndo a acida), inibindo-a eficientemente. Também inibiu a CrTX total. Os autores
sugerem que a CICS age fisiologicamente como um falso CrTX-aceptor, que poderia reter a
toxina no sistema vascular, impedindo, entdo, sua a¢do sobre ¢ sistema neuromuscular.

Foi pesquisado o efeito citostatico da CrTX (DONATO et al., 1996), associado a sua
atividade fosfolipasica, sobre células de carcinoma epidérmico, obtendo-se altos niveis de
receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFr). A CrTX foi efetiva em inibir o
crescimento destas células. Cardiotoxina, uma outra toxina que age sobre membranas, sem
atividade PLA; intrinseca, n&o apresentou agao antiproliferativa. Resumindo, os autores
encontraram evidéncias de receptores transmembrana envolvidos no crescimento, que
funcionariam como alvo celular e potentes efetores da atividade antiproliferativa, mediada

por fosfolipases de veneno de cobra.

NASCIMENTO et al. (1996) pesquisaram a influéncia da radiacdc ionizante sobre as
atividades bioquimicas e imunoldgicas da CrTX. Observaram que a irradiacéo de proteinas
toxicas poderia promover significante detoxificagdo e preservar muitas das propriedades

antigénicas e imunolbgicas originais da CrTX nativa.
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1.4. GENERO Bothrops

Apresenta 32 espécies e subespécies que se distribuem por todo o territorio nacional

(HOGE & ROMANG-HOGE, 1972).

O veneno botropico possui trés atividades principais (JORGE & RIBEIRO, 1990,

MANUAL DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 1993):

o ‘proteolitica’, que possui um papel na necrose, na regido da picada, e no edema
inflamatério (BRAZIL, 1911, ROSENFELD, 1965; JORGE & RIBEIRO, 1989) decarrentes
da presenga de proteases, fosfolipases, hialuronidases e outras enzimas.
Secundariamente, pode haver liberacdo de autactides enddgenos, principaimente
histamina, bradicinina e serotonina, que parecem estar relacionados as manifestagbes

sistémicas (hipotensdo e chogue);

¢ ‘hemorragica’, que leva ao extravasamento de sangue dos capilares para o intersticio da
regido da picada (ROSENFELD, 1965; 1976), com conseqiente formag&o de equimoses,
as vezes extensas. As ‘hemorraginas’ séo metaloproteinas que atuam
independentemente da ag&o coagulante do veneno. Embora néo exista comprovagéo,

tem-se consideradoc que esta atividade possa ser a principal responsavel por

hemorragias sistémicas;

e ‘coagulante’, em razdo, fundamentalmente, de proteases gue atuam em pontos
especificos da cascata de coagulagdo. A maioria dos venenos de Bothrops possui,
isolada ou simultaneamente, acdo sobre o fibrinogénio, a protrombina, o fator X e as
plaquetas, resultando em alteragdes na coagulacio sanguinea. Nesses casos, o tempo
de coagulagdoc do sangue total pode estar prolongado e o sangue parcialmente

coaguiavel ou incoaguldvel. Essas alteragbes sdo decorrentes do consurmo dos fatores

9
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da coagulagéo, notadamente do fibrinogénio, havendo formag&o de microcoagulos de
fibrina, que séo depositados em capilares e arteriolas, os quais s30, posteriormente,

removidos pelo sistema fibrinotitico (NAHAS, KAMIGUTI, BARROS, 1979).

De modo geral, o quadro clinico dos pacientes picados por serpentes do género
Bothrops consiste, sobretudo, de disturbios da coagulacéo, hemorragia, edema e necrose
locai (HOMMA & TU, 1971, ROSENFELD, 1971). As principais causas de obito estdo
relacionadas & insuficiéncia renal aguda, sangramento em drgaos vitais e chogue (AMARAL

et al., 1986; KOUYOUMDJIAN et al,, 1991).

1.4.1. Bothrops jararacussu (Bjssu)

O estudo do veneno de Bjssu teve seu inicic com BRAZIL & RANGEL PESTANA ,
em 1909, sendo que, ja em 1903, BRAZIL mostrava que o soro anticrotalico revelava-se
muito mais ativo que o antibotrdpico sobre a pegonha de Bjssu. BRAZIL (1911) descreveu
gue os sinais e sintomas exibidos no envenenamento causado pela Bjssu assemelhavam-se,
em parte, aos observados no acidente crotalico. O veneno demonstrava intensa atividade

coagulante e discreta agéo proteolitica, quando comparado a outras espécies do género

Bothrops.

GONCALVES (1956) descreveu gque ¢ veneno de Bjssu continha um peptidio
“crotamine-like”, enquanto VITAL BRAZIL (1966) verificou que esta peconha apresentava,

a semelhanga da CrTX, a propriedade de inibir a contratura causada peta ACh no diafragma

desnervado de rato.

Os venenos botropicos das espécies brasileiras, de um modo geral, foram pouco

estudados em seus componentes isolados € o veneno de Bjssu, em particular, foi
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fracionado pela primeira vez por VIDAL & STOPPANI (1971), que dele isolaram duas
fosfolipases A;. RODRIGUES-SIMIONI, BORGESE, CECCARELLI (1983) pesquisaram a
acéo deste veneno sobre a preparagdo nervo-musculo cutaneous pectoris de ra. O veneno
rapidamente inibia a contragdo muscular, evocada direta ou indiretamente através do nervo
motor, @ abolia o potencial de agédo composto do musculo e do nervo. O veneno foi
fracionado e a fragéo principal - “pool IV” - reproduziu, na preparacéo isolada utilizada, a

maioria dos efeitos da peconha.

QUEIROZ et al. (1984) estudaram os efeitos locais do veneno de Bjssu, apos injecao
em musculo tibial anterior de camundongo. Os autores constataram que o veneno produzia
necrose da fibra muscular, seguida de alteragdes vasculares e trombose. A recuperacéo da

fibra muscular era muito deficiente, podendo resultar em sequela permanente.

AMARAL et al. (1985) detectaram necrose do cértex renal em individuos picados por

B. jararacussu.

Pesquisas sobre peconhas tém surgido tanto no campo da biologia molecular, quanto
da celular, pois aquelas sdo proteinas mediadoras de muitos processos patologicos.
Concomitantemente, a tecnologia do DNA permite um acesso répide aos genes que
controlam estes processos. Nesta linha, MOURA-da-SILVA ef al. (1995} sequenciaram o
cDNA para uma PLA; de Bjssu, e por andlise comparativa de sequéncias, sugeriram que as

PLA; do grupo Il evoluiram por duplicagéo genética.

ZAGANELLI et al. (1996) descreveram os resultados da purificagéo e caracterizagéo

de uma serina proteinase de Bjssu, que demonsirou possuir atividades amidase e

fibrinogénio-coagulante.
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1.4.2. Bothropstoxina (BthTX)

O Vb de Bjssu foi fracionado afravés de filtracédo em gel em Sephadex G-50, por
RODRIGUES-SIMIONI ef a/. (1983), obtendo-se, deste procedimento, uma fragao, “pool V",
com atividade miotéxica, @ equivalente a 30% do contelido protéico do veneno total. A
miotoxina, constituida por dois polipeptidios basicos, com PM aproximadamente de 13.000,
apresentava atividade hemolitica indireta na presenca de ions Ca*, baixa agdo PLA, sobre
lecitina de ovo, nenhuma atividade proteolitica e mostrou-se responsavel pela agéo
bloqueadora das respostas musculares tanto a estimulos eiétricos diretos, como indiretos.
Os autores sugeriram, entdo, uma acdo semelhante a das cardiotoxinas para a(s)

proteina(s) responsavel(eis) pela atividade téxica.

HOMSI-BRANDEBURGO et al. (1988) purificaram o veneno de Bjssu, combinando
fiitragcdo em gel Sephadex G-75 com cromatografia de troca ibnica em SP-Sephadex C-25.
A fracdo isolada Sy SPy, correspondente a fracdo purificada relatada por RODRIGUES-
SIMIONI et al. (1983) - “pool IV' - foi denominada ‘bothropstoxina-l (BthTX-l),
especificamente miotéxica, ao contrério do Vb , que, embora também miotoxica, afeta
artérias e veias intramusculares podendo levar & trombose. A fracdo SySPw foi

denominada BthTX-li.

HELUANY ef al. (1992) descreveram os efeitos induzidos pela BthTX sobre
preparagbes musculares de camundongoes e aves: contratura; bloqueio das contragbes
musculares; despolarizagio, sendo, ainda, capaz de abolir o potencial de agdo composto do

musculo. Observaram que a atividade bloqueadora da jungéo neuromuscular (JNM) néo

* Neste estudo, BthTX-| sera referida simplesmente como BthTX.
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envolvia a participagéo do receptor nicotinico, nem a ativacao do canal de Na’. Os autores

sugeriram uma atuagéo da toxina sobre os sitios de ligagdo de Ca® na membrana.

CINTRA et a/. (1993) descreveram a sequéncia completa de aminoacidos da BthTX
(fracdo SuSPy), toxina que corresponde a 15% das proteinas do veneno total. Trata-se de
uma proteina Lys49 de estrutura fosfolipasica, constituida por uma Unica cadeia

polipeptidica, com 121 residuos de aminodcidos e peso molecular de 13.720.

MELO et al. (1993) investigaram o antagonismo dos efeitos miotdxicos do veneno de
Bjssu e da BthTX por poiidnions (heparina, dextran sulfato e condroitina suifato). A
miotoxicidade foi estudada em camundongos, in vivo e in vitro, pela determinacao
enzimatica de creatinoguinase (CK) liberada. Observaram que polianions formam
complexos acido-basicos com as miotoxinas basicas de venenos botrdpicos, neutralizando

sua miotoxicidade.

ARNI et al. (1995) cristalizaram a miotoxina Lys49 fosfolipasica BthTX-l. Analises
preliminares revelaram a presenca de 4 moléculas na unidade assimétrica , em comparagao

a miotoxina Il da B. asper , que contém 2 moléculas nesta unidade.

O seqiienciamento do cédigo de cDNA da BthTX foi realizado por WARD et al. (1995),
com o objetivo de entender a afinidade estruturaffuncéo de dano & membrana, causado pela
subfamilia Lys49-PLA,. Tal estudo mostrou que a BthTX tem uma Lys49 e, em comparagio
com a ja conhecida estrutura da miotoxina Il da B. asper demonstrou que os aminoacidos
(a.a.} envolvidos na formagdo de uma nova estrutura dimérica na proteina também foram

conservados.

RODRIGUES-SIMIONI ef a/. (1995) investigaram a fungéo da atividade fosfolipasica,

verificando o armazenamento de Ca®" intracelular, em cultura de midcitos, sobre a agdo
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farmacoldgica da BthTX. Os resuitados demonstraram que a baixa atividade fosfolipasica
da BthTX parece nao desempenhar papel relevante sobre o efeito blogueador da atividade
contratil. Dos estudos com dantrolene, droga que impede a liberagao de calcio do reticulo
sarcoplasmético (RS), os autores conciuiram que os mecanismos e (ou) “pools’ de ca”,
que podem ser antagonizados por este agente, nd&o estdo ligados aos efeitos da BthTX

sobre a contragdo muscular.

1.5. NEUROTOXINAS (NTX)

Os efeitos neurotoxicos (hipotonia muscular, paralisia flacida de musculos da face,

pescoco, membros, tronco, laringe, faringe e respiragdo) produzidos pelas pegonhas

ofidicas séo devidos a agéo, na JNM, de constituintes denominados neurotoxinas.
Dividem-se, quanto ao modo de agéo, em dois grupos:
¢ Pré-sinapticas:

Atuam nas terminagdes nervosas motoras, inibindo a liberagdo do neurotransmissor
(ACh) pelos impuisos nervosos. Encontram-se na pegonha de algumas Elapidae e em
algumas espécies de cascavel. Sédo exemplos de NTX elapidicas, a f-bungarotoxina
(Bungarus multicinctus), a notexina (Notechis scutatus scutatus), a taipoxina (Oxyuranus

scutellatus) e as toxinas I-A e I-B (Bungarus coeruleus). A pegonha da cobra coral

Micrurus corallinus encerra, também, toxina ou toxinas deste grupo. A CrTX é a NTX da
cascavel sul-americana.

Todas as NTX pré-sinépticas exibem atividade fosfolipasica A;, em geral, fraca. Esta

atividade é essencial para a agdo pré-sinaptica das toxinas. Contudo, o seu mecanismo de
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acéo nas terminagdes nervosas ndo se acha perfeitamente esclarecido. S&o as NTX pré-
sinapticas os componentes mais téxicos das pegonhas ofidicas. Além da acéo pré-sindptica,
a principal, a maioria destas toxinas atua, também, em doses geralmente maiores, na
membrana das fibras muscuiares, onde podem provocar diminuicdo ou perda da
excitabilidade e mionecrose.

e Pds-sinapticas:

Ligam-se aos receptores colinérgicos de placa terminal, sem promoverem a sua
despolarizagdo. Atuam, portanto, de modo semethante ao curare, mas a sua combinagéo
com os receptores, embora ndo envolva ligagées de covaléncia, é sempre lentamente
reversivel ou irreversivel. |

Ocorrem em todas as pegonhas das serpentes Elapidae e Hydrophidae. Sao
proteinas basicas, de pequeno peso molecular (entre 7.000 e 8.000), desprovidas de

atividade enzimatica.

1.6. MIOTOXINAS

MEBS & OWNBY (1990) definem miotoxicidade como uma acdo especifica do
venenc sobre o musculo esquelético, causado por substancias denominadas miotoxinas,
que exercem, portanto, uma agdo direta e especifica sobre o musculo esquelético, levando
4 degeneragéo e morte celular (mionecrose). Essa ac&o direta diferencia as miotoxinas de
outros componentes tdxicos, como as hemorraginas, que podem, indiretamente, destruir o
musculo esguelético e outros tecidos. Uma ‘verdadeira’ miotoxina n&o destréi nervos
terminais, células satélites, vasos sanguineos ou tecidos conectivos. Encontram-se

amplamente distribuidas nos venenos de serpentes (MEBS et a/., 1983).

15



Introdugdo

Sua classificagdo abrange de 2 a 4 grupos (Tabela 1), de acordo com os diferentes
pesquisadores. OWNBY (1990) e MEBS & OWNBY (1980) dividem-nas em 2 grupos
principais: {1) pequenas miotoxinas e (2) miotoxinas fosfolipasicas. HARRIS & CULLEN
(1990) incluiram os mesmos grupos e adicionaram um outro, formado pelas (3)
cardiotoxinas. GUTIERREZ & CERDAS (1984) adicionaram um quarto grupo, as (4) toxinas
hemorragicas, gque podem causar danos as fibras musculares esqueléticas, indiretamente,

provavelmente por isquemia.

(1) Pequenas miotoxinas:

Elas apresentam ponto isoelétrico basico (acima de 9,0), peso molecular em torno
de 4.000, 42-45 a.a. e nenhuma atividade enzimatica. Sao exemplos deste grupo, a
crotamina, miotoxina a e o peptideo ¢ (Tabela 1).

Quando injetadas em camundongos, causam prostracdo imediata, contratura dos
membros e dificuldade respiratéria. Alteracdes morfolégicas incluem vacuolizagao nas fibras
do musculo esquelético, que evoluem para necrose, 48 horas ap6s a injecéo.

Através da microscopia eletrénica, tem sido demonstrado que esta vacuclizagéo e
causada por dilatacdo do RS e do espago perinuclear, n&o afetando o sistema T, nem a
membrana piasmatica, que permanece intacta. N&o afeta, também, outras células, como
fibrobiastos e células endoteliais (OWNBY, CAMERON, TU, 1976; OWNBY, 1990; MEBS &
OWNBY, 1990). Nao séo citoliticas, in vitro, as células musculares precursoras, como 0s
mioblastos (BAKER, TU, MIDDLEBROOK, 1993; BRUSES et al.,, 1993), a despeito de sua
potente agdo miotéxica in vivo.

O mecanismo de agdo molecular dessas toxinas ndc esta completamente
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estabelecido. Tem-se demonstrado que tanto a crotamina, como a miotoxina & .ativam os
canais de Na*, aumentando a permeabilidade da membrana a este ion, em preparacbes de
musculo esquelético de camundongos e ratos (CHANG & TSENG, 1978; VITAL BRAZIL et
al., 1979: HONG & CHANG, 1985). Esta agdo seria seguida pelo influxo de Na' e agua,
causando intumescimento do RS e, finalmente, necrose da célula muscular (MEBS &
OWNBY, 1990).

Qutros pesquisadores proptem uma acéo direta sobre o RS, pelas evidéncias in vitro
da interagdo com Ca*-ATPase do RS (VOLPE et al.,1986; UTAISINCHAROEN, BAKER,
TU, 1991; BAKER, UTAISINCHAROEN, TU, 1991); sobre a deteccdo citoquimica da
miotoxina a ao RS em secgdes do musculo em estudos in vitro (TU & MORITA, 1983) e da
ligagdo reversivel ao sarcolema, observada em cultura de mioblastos de ratos (BAKER,
1993), além do uso de peptidios correspondentes as porgdes N-terminal e C-terminal, que
mostrou que ambas as regides estdo envolvidas na ligacéo da toxina a sitios do sarcolema
(BAKER, 1993). Esses resultados sugerem que a miotoxina a interage especificamente com
o sarcolema e também com o RS, possiveimente pela ligacdo a dominios semelhantes

sobre duas ou mais diferentes proteinas (YUDKOWSKY, BEECH, FLETCHER, 1994).

(2) Fosfolipésicas:
2a. Neurotoxicas:

Quimicamente essas toxinas séo variadas, como a notexina, constituida por
uma unica cadeia, ou como a crotoxina e a taipoxina, constituidas por duas, trés ou mais
diferentes cadeias de polipeptideos, néo-covalentemente ligadas.

Sao, contudo, homdlogas as PLA; pancredtica ou de venenos de serpentes. Sera

enfatizada, a seguir, a habilidade desse grupo de toxinas em induzir mionecrose local.
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Essas toxinas levam a uma rapida degeneracéo da fibra muscular, evidente num
periodo de 0,5 a 3 horas. As alteragbes sdo caracterizadas por hipercontragéo de
sarcOmeros e aparecimento de lesGes do tipo delta. Mitocdndrias também mostram sinais
de danos, como intumescimento, cristas anormais, degeneragéo flocular e ruptura. CK e
outras enzimas s&o rapidamente liberadas das células danificadas e podem ser detectadas
no sangue. O processo degenerativo é também acompanhado por um edema precoce e -
infiltracdo de células fagocitarias. Entre 12 e 24 horas, as fibras musculares encontram-se
totalmente destruidas com aparéncia amorfa e hialina. A lamina basal e a microcirculagio
$a0 preservadas.

Igualmente, células satélites imaturas, situadas entre a {dmina basal e a membrana
plasmética das fibras musculares, também sdo mantidas (HARRIS & CULLEN, 1990, MEBS
& OWNBY, 1990). Isso é importante, pois se acredita que as células sateéiites sejam
responsdveis pela formagdo de mioblastos, miotubos e, finalmente, pela regeneragéo do
musculo esquelético apds necrose, se as condi¢des forem adequadas.

Da mesma forma que as pequenas miotoxinas, as miotoxinas neurotdxicas nao séo
citoliticas ao mUsculo imaturo em cultura (HARRIS, JOHNSON, MACDONELL, 1980; JIANG
ef al., 1987; HARRIS & CULLEN, 1990) , exceto a nigexine da Naja nigricoliis, a qual exibe
atividade citotéxica (CHWETZOFF et a/., 1989, CHWETZOFF, 1990) além de exercer acao
neurotéxica e provocar lesdo muscular direta (ROWAN, HARVEY, MENEZ, 1991). Ainda
n3o estd estabelecido como essas PLA; induzem necrose da célula muscuiar.

Dados de estudos morfoldgicos sugerem que a agéo primaria dessas toxinas seja a
hidrdlise de fosfolipideos da membrana piasmatica da célula muscular (HARRIS &
MacDONELL, 1981: GOPALAKRISNAKONE et al., 1984; GUTIERREZ, OWNBY, ODELL,

1984b). A importdncia da atividade enzimdtica na miotoxicidade (e outras acGes
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farmacoldgicas, incluindo a neurotoxicidade) ainda ndo é clara, apesar dos esforcos de
muitos grupos de pesquisadores nos Ultimos 20 anos (ROSENBERG, 1986; KINI & EVANS,
1989).

Em muitos casos, a modificacdo quimica de a.a. especificos tem resuitado em
dissociagdo parcial das atividades catalitica e farmacologica (ROSENBERG, 1986, 1990),
sugerindo que a miotoxicidade, como outra agao toxica, pode ser parciaimente mediada por
mecanismos nio-enzimaticos, ao contraric do que se pensava a prion, que os efeitos

toxicos seriam causados pela atividade enzimatica.

2b. Nao-neurotaxicas:

Esse grupo inplui um grande numero de enzimas, encontradas principalmente em
serpentes das familias Crotalidae e Viperidae. A auséncia de neurotoxicidade reflete-se na
baixa atividade letal, neste caso, ligada & mioglobindria e faléncia renal (MEBS & OWNBY,
1990).

Algumas toxinas desse grupo s&o encontradas em venenos de varias espécies de
Bothrops (GUTIERREZ, OWNBY, ODELL, 1984a; GUTIERREZ, LOMONTE, CERDAS,
1986; GUTIERREZ ef al, 1991; HOMSI-BRANDEBURGO et al, 1988, LOMONTE &
GUTIERREZ, 1989; HELUANY et al, 1992), Agkistrodon (MEBS & SAMEUJIMA, 1986;
JOHNSON & OWNBY, 1993) e Trimeresurus (MEBS & SAMEJIMA, 1986; KIHARA et al.,
1992).

As alteragdes morfoldgicas causadas por essas miotoxinas s&o similares aquelas
provocadas pelas neurotéxicas. Contudo, duas difereng¢as entre elas abrem a possibilidade
de que as miotoxinas na@o-neurotdxicas utifizem um mecanisme diferente para a

miotoxicidade. Primeiro, algumas miotoxinas deste grupo sdo diretamente citotOxicas as
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células imaturas musculares in vitro (BRUSES ef al., 1993; BULTRON, THELESTAM,
GUTIERREZ, 1993b). Segundo, um niimero elevado de variantes naturais destas toxinas
(ou isoformas) tem sido encontrado neste grupo, que, apesar da estrutura fosfolipasica, néo
hidrolisam fosfolipidios, por causa de alteragdes em residuos de a.a. essenciais ao
mecanismo catalitico. Como essas isoformas conservam a habilidade em danificar o
musculo, ndo necessitam da atividade enzimética para induzir mionecrose.

O progresso alcangado no estudo do mecanismo de agéo deste grupo de miotoxinas
liga-se a obtengédo de dados demonstrando que ¢ sitio de agdo primario € a membrana
plasmatica da fibra muscular, pelas seguintes evidéncias indiretas:

1. observagao ultra-estrutural da ruptura precoce da membrana ou descontinuidade em
fibras musculares afetadas (GUTIERREZ ef a/., 1984b; JOHNSON & OWNBY, 1993);

2. aumento da concentragdo de célcio intracelular em tecido muscular afetado (GUTIERREZ
et al., 1984a; 1989);

3. a imunodetecgéo de miotoxinas sobre a membrana plasmatica de secgbes de musculo
exposto in vitro (BRENES, GUTIERREZ, LOMONTE, 1987);

4. a habilidade das miotoxinas em romper varios tipos de lipossomos (GUTIERREZ ef al.,
1989; DIAZ et al, 1991; DIAZ, GUTIERREZ, LOMONTE, 1992; RUFIN! ef al, 1992;
BULTRON, GUTIERREZ, THELESTAM, 1993a; PEDERSEN, CESARONI, RUFINI, 1993) e,
5. a falta de ag&o inibitéria por agentes bloqueadores de endocitose {cloreto de aménio e

cloroquina) sobre 0s efeitos citoliticos induzidos in vitro (BULTRON ef al., 1993b).

(3) Cardiotoxinas:

S&o assim denominadas pela habilidade em causar parada cardiaca in vivo e in vitro

(HARRIS & CULLEN, 1990). Também sd0 conhecidas como citotoxinas, toxinas de
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membprana e fatores liticos diretos. S30 desprovidas de atividade enzimdtica e
estruturalmente homologas as neurotoxinas pos-sinapticas ou g-neurotoxinas (DUFTON &
HIDER, 1991). Encontram-se nos venenos elapidicos, incluindo-se as serpentes dos
géneros Naja e Hemachatus. Poucos estudos sobre a atividade miotoxica das cardiotoxinas
estdo disponiveis. MEBS & SAMEJIMA (1986) referiram que as cardiotoxinas da Naja nivea
e N. nigricollis eram desprovidas de miotoxicidade. Qutros estudos, usando cardiotoxinas do
veneno de Dendroaspis jamesoni (DUCHEN et al., 1974), Naja mossambica mossambica
(d'ALBIS ef al., 1988) e Naja ngja atra (OWNBY, FLETCHER, COLBERG, 1893}, indicaram
claramente a acdo miotdxica desenvolvida no local de injeg:éo.

A observagdo microscopica do tecido, apds inje¢éo de cardiotoxina-1 da N. n. alra,
revelou mionecrose, com ruptura da membrana plasmatica nas areas de lesdes do tipo
delta, e condensacéo de miofibrilas em densas é&reas, alternando com areas claras,
contendo elementos do sistema sarcotubular e mitocondrias danificadas. A lamina basal das
células muscuiares permaneceu intacta durante todo o processo degenerativo e as células
endoteliais dos capilares também foram poupadas do danc (OWNBY et al., 1993). In vitro, a
despolarizacdo de membrana foi seguida por visivel dano muscuiar de miotubos (de
embrides de pintainho) em cultura (HODGES ef al., 1987). A base molecular para a a¢do
citolitica de cardiotoxinas tem sido intensivamente estudada, mas a natureza dos receptores
de membrana, ou sitios de ligago, continuam desconhecidos (HARVEY, 1990; DUFTON &

HIDER, 19891; REES & BILWES, 1993).

(4) Toxinas hemorragicas:
Este grupo inclui toxinas como a toxina b (Crofalus atrox) e a viriditoxina (Crofalus
viridis viridis), que podem induzir dano muscular local, ndo por uma via de acéo direta, mas

como uma consequéncia secundéria ao prejuizo causadc a microcirculagio: perturbagdes
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do fluxo sanguineo e desenvolvimento de isquemia. Incluem algumas toxinas hemorragicas
(OWNBY, BJARNASON, TU, 1978; FABIANO & TU, 1981; QUEIROZ et al., 1985a; 1985b;
YAGIHASHI ef al., 1986; KOMORI & SUGIHARA, 1988; KAMIGUTI ef a/., 1991), que podem
ser um fator de complicacdo ao se atribuir, aos venenos brutos (Vb), atividade direta de
dano muscular (MEBS & OWNBY, 1990; HARRIS & CULLEN, 1990).

A patogénese da hemorragia tem sido estudada com detalhes para aigumas toxinas e
pode ocorrer por dois mecanismos distintos. Hemorragia per diapedesis, quando eritrocitos
passam através das juncies intercelulares, entre as células endoteliais adjacentes
a parede dos vasos. Hemorragia per rhexis, quando eritrocitos passam através de grandes
fendas no endotélio, causadas por degeneragdo e ruptura de células endoteliais, enquanto
as juncdes intercelulares permanecem intactas (OWNBY, 1920).

A mionecrose observada apés injecdo de algumas toxinas hemorragicas parece
desenvolver-se mai‘s lentamente (apés cerca de 4 a 6 horas). Dano a célula muscular seria,
entdo, devido as condigSes isquémicas no tecido e ndo a uma acgao direta da toxina
hemorragica (OWNBY, 1990).

Contudo, a morfologia da fibra muscular danificada por toxinas hemorragicas também
parece ser diferente, tendo uma aparéncia mais hialina (YAGIHASHI et al.,, 1986), referida
como necrose do tipo ‘coagulativo’ (HOMMA & TU, 1971; OWNBY & COLBERG, 1988), ao
contrario da aparéncia ‘miolitica’, causada pelas toxinas de agao direta.

Podem existir discordancias sobre o conceito de um lento desenvolvimento do dano
muscular causado por toxinas hemorragicas, como observado por YAGIHASHI et al. (1986)
e SMITH (1987), que relataram a ocorréncia de danos em fibras musculares apos 1 hora.

Algumas toxinas podem causar extenso dano a microcirculagéo, sem provocar mionecrose

UNICAMP
BiaLLOTECA CENTRAL
CEsAR LATTES
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SELISTRE et &/, 1990). Isso sugere que fatores adicionais, ac lado dos danos 3
microcirculagéo, podem ser necessarios para produzir injuria ao musculo, como:

¢ inducio de edema (com consegllente compressdo tecidual, acdo isquémica e, portanto,
anéxia),

» efeitos sobre os componentes da cascata de coagulacdo e sobre as plaquetas, sendo,

ambos, criticos no desenvoivimento de distdrbios do fluxo sanguineoc.

Existem vérios métodos para a avaliagdo da atividade miotdxica de venenos ¢
toxinas, tanto in vivo como in vitro. Entre eles, a andlise histolégica de tecido muscular
injetado € indubitaveimente o método de referéncia e pode ser feito quantitativamente
(OWNBY et al, 1982; KOUYOUMDJIAN , HARRIS, JOHNSON, 1986, OWNBY &
COLBERG, 1988; PRESTON , DAVIS, HARRIS, 1990, McLOON, BAUER, NIRTSCHAFTER,
1991). Contudo, a analise histolégica quantitativa é muito trabalhosa, requerendo
instrumentos adequados e, por esta razdo, muitos estudos tém utilizado a avaliagéo
histolégica apenas qualitativamente.

Como alternativa, métodos baseados na medida de indicadores biogquimicos do dano
muscular tém sido utilizados. Tais métodos incluem a quantificacdo de enzimas
intracelulares especificas, liberadas apés injuria celular, pelo aumento de sua atividade no
plasma (ou soro) ou pela diminuigdo do contetdo intracelular no tecido muscular afetado. A
determinagdo de CK tem sido frequentemente utilizada. Esta enzima ocorre em trés
isoformas eletroforeticamente distintas: MM, MB e BB, que sao preferencial e
respectivamente expressas nos musculos esquelético, cardiaco e no sistema nervoso

central (RAPHAEL, 1983).
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Tabela 1. CLASSIFICACAO DAS MIOTOXINAS
{OWNBY, 1990; MEBS & ONWRBY, 1890; HARRIS & CULLEN, 1800; GUTIERREZ & CERDAS, 1984)

GRUPO

CARACTERISTICAS

(1) Pequenas

Basica, ndo-enzimatica, cadeia Gnica de peptideo com 42-
45a.a.

Ex.. crotamina (Crotalus durissus temificus)
miotoxina a (Crotalus viridis viridis)
peptideo ¢ (Crotalus viridis hellen)

(2) Fosfolipasicas

a. neurotdxicas

b. ndo-neurotdxicas

b1. com atividade enzimatica

b2. sem atividade enzimatica

Basica, cadeia Unica (~120 aa) ou complexada a
proteinas com atividades neurotéxica e fosfolipasica.
Ex.: notexina (Notechis scutatus scutatus)

taipoxina (Oxyuranus scuteliatus)
crotoxina (Crotalus durissus terrficus)

Basica, cadeia unica (~120 a.a) ou proteinas diméricas

com estrutura fosfolipasica.

Asp-49 PLA,
Ex.: miotoxina | (Bothrops asper)
Lys-49 (ou outra variante) PLA,

Ex.: miotoxina (Bothrops nummifer e Agkistrodon contortrix
faticinctus)

BthTX (Bothrops jararacussu)

miotoxina Il (Bothrops asper)

proteinas basicas | e Il (Trimeresurus flavoviridis)
amoditina L (Vipera ammodytes)

(3) Cardiotoxinas

Basica, nao-enzimatica, cadeia unica de proteinas com
~60 a.a.

Ex.. toxina gama (Naja nigricoliis)

(4) Toxinas hemorragicas

Atuam por mecanismos indiretos, talvez por isquemia.

Ex: toxina b {Crofalus atrox)
viriditoxina (Crofalus viridis viridis)
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1.7. SOROTERAPIA

O tratamento usual no acidente ofidico & a soroterapia, introduzida por Calmette
(1894). Apesar de os venenos serem misturas complexas de macromoléculas, com varios
epitopos capazes de estimular muitos clones de anticorpos secretados por linfocitos
(SJOSTROM et al., 1984), sdo fracos imundgenos, ainda que muitc toxicos (MAGALHAES
et al,1986). A maioria dos AV comerciais existentes sdo de origem egiina e constituidos
por 1gG intactas ou por fragmentos F(ab),. Apenas 5 a 13% dos anticorpos, ou fragmentos
destes, ligam-se especificamente aos componentes do veneno usados para imunizar o
cavalo (SJOSTROM et al,, 1994).

No Brasil e em outros paises, os AV s&o produzidos por imunizagéo de cavalos, com
a vantagem da sangria de varios litros (acima de 10). Além disso, o cavaio e um animal
décil, de facil manipulacio e com longevidade (pode produzir AV por 15 anos ou mais). O
processamento do soro comercial envolve, peio menos, a precipitacao das imunoglobulinas
com sulfato de aménio, a fim de eliminar um excesso indesejaveil de proteinas séricas. Os
laboratérios que produzem esses imunoderivados para a rede de saude publica sao:
Instituto Butantan (S&oc Paulo), Fundagédo Ezequiel Dias (Minas Gerais) e Instituto Vital
Brazil (Rio de Janeiro).

A imunizagéo é realizada com venenos de um numero limitado de espécies do mesmo
género, ou de diferente género para aumentar o espectro de neutralizacdo do AV
(RUSSEL, 1988). A neutralizagéo de venenos de espécies diferentes daquelas usadas na
imunizacdo pode ocorrer devido a reatividade antigénica cruzada. Reaimente, os venenos
podem estar relacionados entre si, farmacolégica e (ou) estruturalmente, o que permite a

conseqiente neutralizagdo por AV heterélogo (MENEZ, 1985).
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A soroterapia AV, quando indicada, é passo fundamental no tratamento adequado dos
pacientes picados pela maioria dos animais pec¢onhentos. A dose utilizada deve ser a
mesma para adultos e criangas, visto que 0 objetivo do tratamento é neutralizar a maior
quantidade possivel de veneno circulante, independentemente do peso do paciente. A
aplicagsio deve ser feita, preferencialmente, na Unidade de Emergéncia ou de Internagao
(MANUAL DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 1993).

A via de aplicagéo recomendada € a endovenosa (EV) e o soro pede ser administrado
sem necessidade de diluicdo, lentamente, entre 20 e 30 minutos, sob estrita vigitancia
médica e da enfermagem, pois, nas primeiras horas apés o inicio da soroterapia, ha maior
possibilidade do aparecimento de reagbes precoces (urticaria, tremores, vmitos, dor
abdominal e diarréia) e do tipo ‘anafilatica’, com hipotenséo, choque e (ou) quadro
obstrutivo das vias respiratorias. E conveniente que estes pacientes sejam mantidos
internados, no minimo, por 24 horas, para deteccdo de outras reagdes que possam se
correlacionar & soroterapia.

Uma reacgédo tardia, também conhecida como ‘doenga do soro’, decorrente da
soroterapia, pode ocorrer apos 5 a 24 dias. Os pacientes podemn apresentar febre, artralgia,
linfadenomegailia, hepatoesp!enomegalia, urticaria e proteindaria. A patogenia da doenga
deve-se a formagdo do complexo imune AViveneno, com ativagdo e consumo de
complemento (MANUAL DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 1993).

O tratamento geral diz respeito 4 contengéo dos sintomas acima citados, com
administragdo de medicamentos apropriados, conforme orientagdes constantes do MANUAL
DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA (1993). O tratamento especifico (soroterapia) para os
acidentes crotélico e botrdpico estéo representados nos Quadros 1 e 2 (MINISTERIO DA

SAUDE, 1997), a seguir.
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CLASSIFICAGAO QUANTO A GRAVIDADE E TRATAMENTO ESPECIFICO DE
ACIDENTES OFIDICOS

(MINISTERIO DA SAUDE, 1997)

Quadro 1 . ACIDENTE CROTALICO

Gravidade Manifestagdes N°
ampolas*/via
Facies Mialgia Urina Qliguria Tempo de
miasténica/ vermelha ou | ou anuria | coagulagéo
visdo turva marram (TC)
Leve ausente ou ausente | ausente ou | ausente normai ou 5/EV
tardia ou tardia tardia ou tardia alterada
Moderada discreta discreta pouco ausente normat ou 10/EV
evidente ou alterado
ausente
Grave evidente presente | presente presente | normal ou 20 /EV
ou alterado
ausente
Quadro 2. ACIDENTE BOTROPICO
Gravidade Manifestagbes N°
ampolas**/Via
Leve TC incoagulavel apenas e (ou) edema local discreto, sem 2-4/EV
sangramentc & sem aiteracao sistémica
Moderado | edema local evidente e (ou) hemorragia, sem alteragdo sistémica 4-8/EV
Grave edema evidente e (ou} hemorragia e altera¢éo sistémica 12 /EV
(hipotensio, sudorese, choque, hemorragia intensa)

+Soro anticrotalico ou soro antibotrépico-crotalico (1 ampola =10 ml).

++Soro antibotrépico ou soro antibotropico-crotalico ou soro antibotropico-laquético

(1 ampola =10 ml).
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1.8. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade neurotoxica e miotdxica das
peconhas de Cdt, Bjssu e de suas principais toxinas, CriX e BthTX, respectivamente,

perante a capacidade neutralizante de AV comerciais especificos, contra ambas as

atividades, em preparagbes bioldgicas.
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2.1. MATERIAIS
Animais:

Coelhos machos New Zealand, adquiridos de produtor e mantidos no biotério do
Departamento de Farmacoiogia (UNICAMP); camundongos Swiss, fornecidos pela Centrat

de Bioterismo (UNICAMP).

Venenos e AV:

Vb de Bjssu e Cdt, procedentes do Instituto Butantan; BthTX-l, fornecida pelo Dr. J. R.
Giglio, da Faculdade de Medicina, Universidade de S&c Paulo, Ribeirdo Preto; CrTX,
fornecida peio Dr. Stephen Hysiop, Departamento de Farmacologia, Faculdade de Ciéncias
Médicas, UNICAMP; AV comerciais (antibotropico 1940608, L950101 e anticrotalico
1L930210) do Instituto Vital Brazil, fomecidos peloc ERSA-Escritdrio Regional de Saude - dos

municipios de Campinas e Piracicaba.

Reagentes:’

Adjuvante completo de Freund Hs;; Ra DIFCO Laboratories {Detroit, MI, EUA) e
adjuvante incompleto NUJOL® da Schering-Plough. Kit Granutest® 2.5 (1.12 134.0001 CK)
MERCK, Darmstadt, Germany; IgG anticoelho (H+L) produzido em cabra e conjugado com

peroxidase (BIO-RAD Laboratories, Inc., Hercules, California, EUA), placas para ELISA
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(CORNING, EUA); O-fenitenodiamina (OPD) (SIGMA Chemical Company); IgG. anticavalo
produzido em coelho e conjugado com peroxidase (SIGMA Chemical Company).

Solugdo nutritiva:  Solugéo de Tyrode (pH 7,0). composi¢do em mM: NaCl 137; KCI 2,7;
CaCl, 1,8, MgCl, 0,49; NaH.,PO, 0,42; NaHCO; 11,9 e glicose 11,1. Utilizada nas

preparagdes biologicas.

2.2. PREPARAGCOES BIOLOGICAS {(camundongos):

2.2.1. NERVO FRENICO-DIAFRAGMA (NFD)

Apbs anestesia com éter etilico, os camundongos foram sacrificados pela secgéo e
sangria dos vasos cervicais. A preparag&o (musculo diafragma, juntamente com seu nervo
motor, o nervo frénico) foi cuidadosamente retirada (BULBRING, 1946), colocada em cuba
contendo 4 ml de solug3o de Tyrode e, em seguida, presa, através dos musculos da costeia,
por dois ganchos existentes na base da cuba. A temperatura foi mantida a 37°C e a

preparacdo aerada com carbogénio (mistura de 95% O, e 5% CO,),

O registro da for¢a de contracéo muscular, em resposta a estimulos supramaximais, foi
realizado através de transdutor isométrico Load Cell BG-10 GM, acoplado a um fisiégrafo

Gould Universal Amplifier Model RS 3400.

O musculo foi submetido & tensdo constante de 5 g/cm (por meio de um fio preso a
porgdo tendinosa e ao transdutor isométrico) e a estimulacéo indireta (nervo frénico), com
pulsos supramaximais, gerados por estimulador S48F (Grass Instruments), de 0,2 ms de
duragdo e 0,1 Hz de frequéncia, por um periodo de 20 minutos para estabilizacdo. Findo

este periodo, 0 musculo recebeu varios tratamentos, descritos abaixo.
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2.2.1.1. ATIVIDADE NEUROTOXICA E NEUTRALIZAGAO:

Para o estudo da atividade neurotdxica, foi utilizada a preparacdo NFD de
camundongo. Esta preparagdo representa, sob o ponto de vista anatdémico, a JNM.
Fisiologicamente, pode-se dizer que ela é fundamental para o mecanismo de contragdo
muscular, pois permite que a estimulacéo da fibra muscular pelo nervo motor desencadeie
um potencial de ag&o, que se propaga nas duas dire¢des do sarcolema, penetra no interior
da fibra muscular pelos tibulos T, promove a liberagio de Ca™ no sarcoplasma e,
conseqientemente, a contragdo muscular. Farmacologicamente, é utilizada no estudo de
drogas capazes de interferir na transmisséo neuromuscular, cuja existéncia é conhecida a
partir de "CLAUDE BERNARD, que demonstrou que & paralisia progressiva produzida pelo

curare, era de causa periférica, por interferéncia com a transmisséo do sinal motor do nervo

para o musculo.

Procedimento:. Venenos totais de Cdt (2,5; 5; 10 e 20 ug/ml} e Bjssu (50, 100 e
200ug/ml) e suas respectivas toxinas, CrTX (5, 10 e 20 pg/ml) e BthTX (10 e 20 pg/ml),
foram adicionadas a cuba contendo a preparagéo, a fim de se conhecer a curva da resposta
contratil, a porcentagem de bloqueio, a contratura e a facilitagdo. Misturas veneno-AV,
variando-se a concentragdo do AV (comercial e especifico), foram pré-incubadas, a 37° C,
por 30 minutos e, posteriormente, adicionadas a cuba contendo a preparacdo, para

determinar a capacidade neutralizante dos AV especificos.

"BERNARD, C. apud OLIVEIRA, L. F. - Relaxantes musculares. In: (SILVA, P., ed.) Farmacologia. 2. ed Rio de
Janeiro, Guanabara Koogan, 1985. p. 507-512.
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2.2 2. Extensor digitorum longus (EDL)

ApGs a anestesia (hidrato de cloral 10%) atingir nivel cirdrgico, realizamos ampla
incis&o sobre a face antero-lateral de uma das patas posteriores do animal e expusemos os
tenddes dos musculos EDL e tibial, bem como este Ultimo musculo. Procedemos a secgdo
dos tendbes e 4 retirada do musculo tibial, com exposicdo total do muscuio EDL. Este foi
dissecado, desde sua insergéo tendinea distal até a proximal.

Durante o procedimento, mantivemos a preparagdo umedecida com solucio de
Tyrode. Retirada a preparagdo, o musculo EDL foi colocado em cuba contendo 3 ml de
solugéo de Tyrode e mantido sob aeracdo constante com carbegénio, a 37°C. O registro da
forca de contracdo muscular, em resposta a estimulos supramaximais, foi realizado através
de transdutor isométrico Load Cell BG - 10 GM, acoplado a um fisidgrafo Gould Universal
Ampilifier Model RS 3400.

O musculo foi submetido a tenséo constante de 0,5 giem (por meio de um fio preso &
porgéo tendinosa e ao transdutor isométrico) e a estimulacéo elétrica, através de pulsos
gerados por estimulador S48F (Grass Instruments). Um eletrodo bipolar de platina foi
colocade em torno da preparacdo que continha o tronco do nervo peroneai, suprindo o
musculo. A preparagdo foi submetida & estimulagdo indireta, com pulsos supramaximais de
0,2 ms de duragaoc e 0,1 Hz de frequéncia. Antes do inicic do experimento, a preparagéo foi
lavada por um periodo de 30 minutos, com intervalos de 10 minutos, findo o qual ela

recebeu varios tratamentos, descritos abaixo.

2.2.2.1. ATIVIDADE MIOTOXICAE NEUTRALIZACAO
Neste estudo, a utilizac&o da preparagdo EDL foi mais vantajosa do que a da NFD,

por ser possivel sua retirada de maneira integral, ao contrario da segunda, que, ao ser
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cortada ao meio (hemidiafragma), sofre leséo e consequente liberagdo de enzimas, como a
CK.

A atividade miotoxica foi abordada sob dois aspectos: enzimatico e histolégico, pois
foi observado um aumento de CK no soro (MEBS et al., 1983; NAKADA ef al., 1984) nas
ocorréncias de miotoxicidade e a anélise histoldgica demonstrou producdo de fibras
musculares vacuolizadas, com desorganizagéo das fibrilas e infiltrado inflamatério no local
picado (GUTIERREZ et al., 1986; OWNBY & COLBERG, 1988).

Procedimento. Antes de realizarmos os ensaios enzimaticos e histoldgicos,
registramos a resposta contrétit para: Cdt 10 pg/mi, CrTX 10 pg/mt, Bjssu 50 ug/ml e BthTX
20 pg/mi. Aliquotas de 100 pl foram retiradas do banho nos tempos 0, 15, 30, 60, 90 e 120
minutos, com reposicéo de igual volume de solucdo nutritiva. As aliquotas foram mantidas a
4°C até o momento da dosagem enzimatica. A concentragdo de AV para a neutralizagéo foi
mantida constante, pois utilizamos a poténcia contra o efeito letal, cbtida para cada AV
(AntiCdt, AntiBjssu e AntiCrTX), e a informagdo da poténcia do AV comercial, descrita na
ampola. A mistura veneno-AV foi pré-incubada a 37°C, por 30 minutos. Aliquotas de 100ul
foram retiradas nos mesmos tempos e mantidas refrigeradas a 4°C, para posterior dosagem
enzimatica. Ao término do experimento, as preparagbes foram fixadas em Bouin, para

posterior processamento histologico.

2.2.2.1.1. DETERMINACAO DE CREATINOQUINASE (CK)

A contracdo de células musculares esqueiéticas depende de ATP como fonte de
energia, porém, o suplemento de ATP n&o é suficiente para sustentar a contragéo por um
longo pericdo de tempo. Entdo, para a célula estar ativa e manter a contragido, o ATP

precisa ser continuamente abastecido. Isto acontece através da metabolizacéo da glicolise e
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da agdo do ciclo do 4cido tricarboxilico. Enquanto o oxigénio estd disponivel, a célula
muscular mantém uma elevada reserva de fosfato, na forma de creatinofosfato, composto
rico em energia. A enzima que vai agir sobre o creatinofosfatc & a CK, presente no
citoplasma da célula muscular. Sua determinagio & importante em aiguns diagnosticos
clinicos, em casos de danos tissulares, como nas distrofias musculares e infarto do
miocérdio (NAKADA et al., 1984).

Procedimento: As aliquotas sobrecitadas foram analisadas utilizando-se o “kit’
Granutest® 2.5 (Diagnostica MERCK, Germany), para determinagéo dos niveis de CK,
conforme orientactes do fabricante.

Principio:
CK .
Creatinofosfato + ADP creatina + ATP
HK
ATP + D-glicose - ~ ADP+ D-glicose-6-fosfato
G-6-PDH
D-glicose-6-fosfato + NADP’ —_— D-gliconato-6-fosfato + NADPH + H'
—

A formagdo de NADPH é determinada fotometricamente e é diretamente proporcional a
atividade de CK na amostra. O valor de CK foi expresso em unidades por fitro (U).

ADP= Adenosina difosfato; ATP= Adenosina trifosfato; CK= ATP:creatino-N-fosfotransferase, EC 2.7.3.2; HK=
ATP:-D-hexose-8-fosfotransferase, EC 2.7.1.1; NADP*=Nicotinamida-adenina dinucleotidio fosfato; NADPH=
Nicotinamida-adenina dinucieotidio fosfato, forma reduzida.
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2.2.2.4.2. MICROSCOPIA OPTICA

Para se avaliar a miotoxicidade de um componente de veneno, tem-se utilizado
exame histolégico do tecido muscular, em associacdo a métodos como a determinagdo
sérica de niveis de CK (MEBS & OWNBY, 13990).

Procedimento: O musculo EDL incubado com: Cdt, CrTX, Bjssu ou BthTX, foi fixado
em Solugdo Bouin, apds o término do experimento (120 minutos), e reservado para posterior
andlise histolégica. O mesmo procedimento foi utilizado com as preparacbes provenientes
de misturas veneno-AV, pré-incubados a 37°C, por 30 minutos. Solucdo de Tyrode e AV
representaram os controles. Apds fixados, os musculos foram desidratados em série
crescente de etanol, diafanizados com xilol e embebidos em parafina, para inclusdo a
temperatura ambiente. ApGs confecgdo dos blocos, estes foram cortados em micrétomo e as
seccdes (5 um de espessura) foram montadas em aminas. Apds o procedimento de rotina,
as secgdes foram coradas em hematoxilina-ecsina (HE), para observagéio ao microscopio
éptico. Apos andlise, foram fotografadas (Kodak preto e branco, 100 ASA, Plus x Pan) em
fotomicroscopio Zeiss AXIOPHOT.

2.3. ESTUDOS in vivo:

2. 3.1. IMUNIZACAQ DIRETA (COELHOS)

Os coelhos machos New Zeatand, em condicfes normais de saude, com peso
variando de 2 a 2,5 Kg, recebendo ragdo e Agua ad fibitum, foram mantidos em gaiolas
individuais. A primeira sangria feita antes de qualquer tratamento representou a condicao
controle. A dose definida de cada veneno e toxina foi de 25% da DLS0, para coeihos, via
sc, ou 2 a 3 vezes a DL50, para camundongo, via i.v. ou ip., respectivamente

(MIDDLEBROOK & KAISER, 19889).

36



Materiais ¢ Métodos

Os animais foram imunizados contra os venenos totais (Cdt e Bjssu) e contra a toxina
CrTX, por multiplas injecbes s.c. Para cada veneno ou toxina, foram utilizados dois coethos.
A primeira imunizagdo foi com adjuvante completo de Freund. Apds um intervalo de 3
semanas, injegbes subseqientes foram realizadas com adjuvante incompleto (NUJOL®),
com intervalo de 1 semana entre elas. A formacéo de anticorpos foi acompanhada por
imuncdifuséo dupla, pela técnica de OUCHTERLONY (1949). Apds um periodo de 8 a 10
semanas, quando uma forte reacéo de Arthus (reacdo predominantemente mediada pela
igG) foi produzida, o animal foi ex-sanguinado via carédtida. O soro foi separado, aliquotado
e armazenado em freezer, a -25°C, constituindo os AV especificos AntiCdt, AntiBjssu e

AntiCrTX.

2.3.2. AVALIAGAO DA POTENCIA DOS ANTIVENENOS (AV)

Ha dois tipos basicos de experimentos: aqueles em que venenos e AV sdo
previamente incubados e aqueles em que sdo injetados independentemente, sem prévia
incubagéo, tentando reproduzir as condigdes naturais do envenenamento (GUTIERREZ et
al.,1990).

Nos experimentos com pré-incubacgdo, a capacidade neutralizante de AV é expressa
como dose efetiva 50% (DE5D), definida como a razdo AV pliveneno mg (em termos
relativos) ou AV ulfveneno pg (em termos absolutos), na qual o efeito do veneno é reduzido
em 50%.

Procedimento: No presente estudo, avaliamos a neutralizagdo do efeito letal. Uma
dose de 2 a 7 DL50 foi selecionada, para assegurar a morte de todos os animais, que foram
injetados apenas com o veneno (controle positivo). Utilizamos o primeiro tipo de

experimento, ou seja, o com pré-incubag¢do de veneno e AV. Preparamos misturas que

37



Materiais ¢ Métodos

continham uma quantidade constante de veneno com varias diluicdes do AV e incubamos a
37°C, durante 30 minutos. As misturas foram injetadas em varios grupos, compostos por 4 a
6 camundongos, machos, adultos jovens, pesando entre 25 e 32 gramas. As inoculagbes
foram realizadas através da via i.p. Os animais foram observados por um periodo de 48

horas {SILES VILLARROEL ef al., 1978,1979b).

2.4. ESTUDOS in vitro:

2.4 1. IMUNODIFUSAO DUPLA (Ouchterlony)

Quando em dois pontos diferentes de uma camada de gel, posta em posigéo
horizontal, colocam-se o antigeno e o anticorpo, um difunde-se contra o outro, formando o
precipitado. Esse método foi descrito por OUCHTERLONY (1949), sendo ainda largamente
empregado, pois podemos comparar, por exemplo, dois antigenos cantra 0 mesmo sistema
de anticorpos e, talvez por isso, certos autores prefiram considera-lo como bidimensional. A
velocidade de difusdo vai depender do PM, istoc &, do coeficiente de difuso,
respectivamente do anticorpo e do antigeno. A curvatura estara dirigida sempre para o
orificio em que se encontra a substancia de maior PM (CALICH &VAZ, 1989).

Procedimento: LAminas de microscopia, de 7,5 X 2,5 cm e de 1 cm de espessura,
devidamente desengorduradas, foram recobertas com 4 ml de agar 1,2% em PBS. Em
posicies adequadas do gel, foram feitos orificios, utilizando-se uma seringa de 3 mm de
didmetro como perfuradora. Os fragmentos de agar foram retirados com auxilio de uma
agutha. No centro, foi colocada a solugéo de antigeno (1 mg/ml). Ao redor e na forma de um
tridngulo, o AV contendo o anticorpo. Na mesma lamina foram testados o soro do animal

sem qualquer fratamento, o que representou a condigdo controle, e o soro obtido apés a
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imunizacdo. Em todas as reagbes, o volume do AV e da soluggo de antigeno foi
padronizado em 0,02 mi.

As laminas foram colocadas em placas de Petri, em meio umedecido por chumago de
algoddo molhado em &gua e nele mantidas por 48 horas. Em seguida, foram lavadas por 3
dias, imersas em agua destilada, renovada duas vezes ao dia. Apos este periodo, foram
envolvidas em papel de filtro umedecido em agua destilada e deixadas a temperatura
ambiente até secura. Posteriormente, foram coradas com corante para imunodifusao {negro
de amido (0,5 g), metanol (125 ml), acido acético glacial (25 ml), agua destilada (100 mi)}e o
excesso foi retirado com solucéo de metanol (50%)/acido acetico (10%).

O acompanhamento da produgéo de anticorpos era realizado até que a linha de
precipitacio se tornasse intensa, sinalizando, entdo, a interrupgdo do processo de

imunizacéo e posterior sacrificio do animal.

2.4.2 ELISA

Anticorpos ou antigenos podem ser acoplados a enzima, de maneira que, ao ser
adicionado o substrato da enzima & reagéo, gera-se um produto colorido, que podera ser
medido por espectrofotometria usando-se uma leitora de placas multipocos.

A reagéo é desenvolvida em placas de plastico contendo séries de pocinhos, onde
sdo depositados os reagentes. Antigencs ou anticorpos, dependendo do objetivo do
método, sdo adsorvidos & placa. Ha varios métodos para se processar o ensaic enzimatico,
entre os quais, o competitivo, o indireto e o sanduiche (CALICH & VAZ, 1989).

Procedimento: Curvas dos AV comerciais (SACC e SABC) e especificos (AntiCdt,
AntiBjssu e AntiCrTX) foram obtidas usando ELISA (CHAVEZ-OLORTEGUI et al. 1993),

método indireto, compreendendo as seguintes etapas: sensibilizagéo da placa "overnight”, a
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4°C com a adigdo de 100 i, em cada pogo, de solugdo de antigeno apropriado, diluido em
“coating buffer’. Em seguida, a placa foi lavada 2 vezes, com a solugdo de lavagem.
Posteriormente, adicionou-se 100 yi da solugéo de blogueio e aguardou-se por 1 hora,
antes de nova lavagem, por duas vezes. Adicionou-se 100 ul do soro diluido em tampao de
incubagao (1:1000), em cada pogo, e aguardou-se por 1 hora, antes de se lavar a placa, por

5 vezes.

Etapa seguinte envolveu a adigdo de 100 pl, em cada pogo, do segundo anticorpo
(IgG anticoelho, para os AV especificos ou IgG anticavalo, para os AV comerciais),
conjugado com peroxidase e diluido em tampéo de inclubag;éo (1:30.000 e 1:2000, para IgG
anticoelnc e anticavalo, respectivamente). O tempo de incubagdo foi de 1 hora, a
_temperatura ambiente. Procedeu-se & lavagem da placa por 5 vezes, com solugdo de
lavagem.  Adicionou-se 100 pl da solugéo substrato, em cada pogo, e a placa foi mantida
no escuro, por 15 a 20 minutos. A reagdo foi interrompida com a adi¢ao de 20 ui de H2SO4

(diluido 1:20), em cada pogo, e a leitura efetuada em leitora de placas multipogos , em

comprimento de onda de 492 nm.
Solugdes utilizadas:

“Goating Buffer’ (pH= 9,6): 1,59 g NapCO3; 2,93 g NaHCO3. agua destilada g.s.p. 1

litro. Solugdo mantida em geladeira.

Solugao de lavagem: 9 g NaCl; 0,5 mi Tween 20; agua destilada q.s.p. 1 litro. Solugéc

mantida em geladeira.

Solugdo de bloqueio: caseina 2% em PBS. Solugéo guardada no congelador.
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Tampé&o de incubacdo: caseina 0,25%; Tween 20 0,05% diluidoc em PBS. Solugdo

guardada no congelador.

Solugdo substrato: substrato (OPD) 20 mg; HoO2 12 pl; tampéo citfrato 100 ml.

Preparado no momento do uso.

Tampéo citrato (pH=5,0): 7,10 g NapsHPQ4 ou 13,4 g NasHPO4.7 Ho0; 5,19 g de acido

citrico; dgua destilada q.s.p. 1 litro. Mantido em geladeira.

2.4.3. DOSAGEM DE PROTEINAS
Utilizamos um método simples baseado em uma curva padrdo de proteinas (“linear
log-log”), proposto por PETERSON (1977).

Procedimento:

As amostras (SACC, SABC, AntiCdt, AntiBjssu e AntiCrTX) foram diluidas 1:100 em
agua destilada e, desta diluigéo, foram tomadas aliquotas de 20ui e novamente diluidas em
480ul de agua destilada. Foram adicionados 500t da solugéo de trabalho A. Os tubos foram
agitados em vértex e deixados em repouso, & temperatura ambiente, por 10 minutos. Foram
adicionados 250ui da solugdo de trabalho B, agitando em vértex e aguardando-se 40
minutos a temperatura ambiente, para a leitura das absorbancias, em espectrofotdmetro, a
700 nm, contra agua destilada. Um branco de reativos foi utilizado substituindo-se a amostra
por agua destilada e recebendo o mesmo tratamento. O contetdo de proteinas (mg/mi) foi
quantificado pela extrapolagdc da curva padrdo de albumina de soro bovino (BSA),
processada paralelamente &s amostras biol6gicas, em funcio das leituras de absorbancias

obtidas.
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Solucdes usadas.

Reativo |

Sulfato caprico pentahidratado 0,29
Tartarato duplo de sddio e potassio 0,49
Bicarbonato de sodic 20,09
Agua destilada q.s.p. 100 mi

1) Dissolver o bicarbonato de sédioc em 50ml de agua destilada.

2) Dissolver o tartarato duplo de $6dio e potassio nos 50ml de agua destilada restantes e
adicionar o sulfato ciprico pentahidratado, sob agitacao.

3) Misturar a solugéo 1 com a solugéo 2, agitando.

Reativo |I: Solucdo SDS (“sodium dodecyl sulfate”) 10%

Reativo HlI: Hidroxido de Sédio 0,8N

Reativo V. Reagente para fenol de Folin Ciocalteau 2N

Padrdo: BSA 1 mg/ml

Solucdes de trabalho:

A: reativo I: reativo 1l 4gua destilada: reativo ll (1:1:1:1)

B: reativo IV: 4gua destilada (1:2). Preparada no momento do uso.

Curva padréo de BSA: a solugdo-mé&e (1mg/ml) foi dituida em agua destilada até atingir as

seguintes concentragoes finais: 5, 10, 20, 30, 40 e 50 ug/ml.
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2.5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo. A significancia das

diferencas observadas foi determinada pelo teste n&o-pareado t-Student, com valor P < 0,05

"

considerado como significante.
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Resultados

3.1. ESTUDO MIOGRAFICO DOS VENENOS E TOXINAS

(Bloqueio neuromuscutlar)
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Resuitados

3.1.1 - PREPARACAO NERVO FRENICO-DIAFRAGMA (NFD)
3.1.1.1. Crotalus durissus terrificus (Cdt):

Foram ensaiadas as doses (ug/mi) de: 2,5; 5; 10 e 20, confbrme Figura 1A. Os
resuitados mostraram que o efeito pré-sinaptico - decorrente da facilitagéo da liberagéo de
ACh e observado pelo aumento de amplitude da contrag&o muscular - € dose-dependente,
enquanto que, para o efeito pés-sinaptico, observado pelo progressivo bloqueio, ndo se
observou discriminagéo. A partir da curva dose-efeito obtida, elegeu-se a dose de 10 pg/ml
para os ensaios posteriores de neutralizagdo. O tempo necessario para se obter um
blogueio de 50% (10 pg/ml) foi de 103 + 8 min. A Figura 2A mostra o registro da resposta
contratil, com facilitag@o intensa, seguida de blogueio da transmisséo neuromuscular, nao

se observando, na dose de 10 ug/ml, contratura.
3.1.1.2. Crotoxina (CrTX):

Os ensaios foram realizados nas doses (ug/ml) de: 5, 10 e 20, conforme maostrado na
Figura 1B. A dose de 10 ug/ml foi escolhida por intermediar duas respostas distintas: ade 5
pg/ml, que foi ineficaz em provocar bioqueio significativo, e a de 20 pg/mi, que apresentou
blogueio e discreta facilitagio da transmiss&o neuromuscular. O tempo para um bloqueio de
50%, para a dose escolhida, foi de 75 + 9 min. O registro da resposta contratil € mostrado

na Figura 2B, evidenciando o efeito bloqueador e uma discreta facilitagdo, na dose de 10

Hg/ml.
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3.1.1.3. Bothrops jararacussu (Bjssu):

Doses de 50, 100 e 200 pg/mi foram testadas e a escolha da dose de 50 ug/ml foi
baseada no rapido bloqueio provocado pelas outras duas doses, conforme ilustrado na
Figura 1C. O tempo para um bloqueio de 50%, para a dose escolhidé', foi de 70 + 11 min.
Nesta dose, observou-se apenas o blogueio neuromuscular, conforme ilustrado na Figura

2C.

3.1.1.4. Bothropstoxina (BthTX):

Foram ensaiadas doses de 10 e 20 pg/ml e esta dltima foi escothida para posteriores
ensaios. Observou-se contratura seguida de bloqueio da juncéo neuromuscular, sendo que
em 1 experimento de 3 realizados, foi observado uma discreta facilitagdo (Figura 1D). A
Figura 2D representa um registro tipico dos efeitos mais representativos da BthTX na
preparacao, ou seja, contratura seguida por bloqueio. O tempo para um bloqueio de 50% foi

de 31 + 6 min.
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Fig. 1 - Bloqueio da Resposta Contratil em Preparacdo NFD (Estimulo indireto). O tempo de
bloqueio neuromuscular é dose-dependente. Cada ponto corresponde a média + erro padrdo de 3 a 6 experimentos.
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Fig. 2 - Registros da For¢a de Contragao Muscular em Preparacao NFD (Estimulo indireto). A,
B, C e D ilustram o perfil miografico do efeito dos Vb e toxinas, nas doses escolhidas para os ensaios de
neutralizagdo. V: veneno ou toxina; W: lavagem.
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3.1.2. PREPARAGCAOQ extensor digitorum longus (EDL)

A preparagdo EDL, como referido em Materiais € Métodos, foi eleita para os estudos
da atividade miotdxica. Porém, foi necessario conhecer o perfil miografico do efeito dos Vb e
toxinas, pois o EDL, sob o ponto de vista enzimatico e histoquimico, €& um musculo
constituido por fibras de contragdo predominantemente répida e com elevada capacidade
glicolitica (TAKEKURA, KASUGA, YOSHIOKA, 1994). O musculo diafragma € constituido
por fibras de contragdo predominantemente lenta (as de contrac&o rapida transformam-se
em lentas, com a idade, conforme relatado por JECKEL-NETO et al.,1996) e com maior
capacidade oxidativa. As doses para os ensaios em EDL foram as mesmas usadas na

preparacao NFD.

3.1.2.1. Crotalus durissus terrificus (Cdt) - 10 pg/ml:

Na referida dose, o tempo para um bloqueio de 50% foi de 59 + 6 min, mostrando
uma maior sensibilidade deste musculo, quando comparado a preparagdao NFD. O
efeito facilitador, observado pelo aumento de amplitude da contragéo muscular, € discreto e
a contratura foi observada em apenas 6 experimentos, de 14 realizados. O registro da
resposta contratil, assim como o bloqueio neuromuscular, podem ser observados nas

Figuras 3A e 3B.

3.1.2.2. Crotoxina (CrTX) - 10 pg/ml:

Diferentemente do resultado acima, o tempo para um blogueio de 50%, para a CrTX,
foi de 110 + 7 min, conforme ilustrado na Figura 3A. O registro da resposta contratil esta
representado na Figura 3C.
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3.1.2.3. Bothrops jararacussu (Bjssu) - 50 pg/ml:

As Figuras 3A e 3D mostram o bloqueio da resposta contratil. A contratura foi
observada em 5 de 16 experimentos realizados. O tempo para um bloqueio de 50% foi de
58 + 8 min, revelando uma maior sensibilidade desta preparac&o ante o veneno, quando

comparado a preparagéo NFD.

3.1.2.4. Bothropstoxina (BthTX) - 20 pg/ml:

As Figuras 3A e 3E ilustram o perfil da BthTX nesta preparacéo. Nao houve diferenca
significativa no tempo para um bloqueio de 50% (30 + 3 min), quando comparado a

preparacao NFD.

Os resultados obtidos, em tempo, para um bloqueio neuromuscular de 50%, nas duas

preparacdes, estdo resumidos na Tabela 2 abaixo:

Tabela 2. Diferengas no Tempo de Bloqueio Neuromuscular entre as Preparagoes

Veneno ou Tempo para um Bloqueio de 50% (min)
Toxina Preparagdao NFD Preparagdo EDL
T RLITTT 055 616 RT 7  E—
CrTX 10 pg/ml 75 £ 9 (n=3) 110 £7 (n=5)
Bjssu 50 ug/ml 70 £ 11(n=5) 58 +8 (n=16)

BthTX 20 ug/ml 31 £+ 6(n=3) 30 + 3 (n=5)
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Resultados

3.2. ENSAIOS REALIZADOS COM OS ANTIVENENOS (AV)
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Resultados

3.2.1. DOSAGEM DE PROTEINAS

O Quadro 3 ilustra a quantidade de proteina total presente em cada AV.

Quadro 3. Dosagem de Proteinas

(PETERSON, 1977)

AV Proteinas
(1:100) (mg/ml)
SACC 51
SABC 61
AntiCdt 80
AntiCrTX 86
AntiBjssu 69

3.2.2. ELISA

O acompanhamento do processo de imunizag&o (produgé&o de anticorpos) foi feito

através da intensidade da reagdo de dupla difusdo em agar (técnica de Ouchterlony),

enquanto o método de ELISA foi utilizado apenas para verificar a reatividade dos AV

produzidos por imunizacéo direta em coelhos, com os seus respectivos antigenos.

Os resultados comprovam a antigenicidade dos venenos Cdt e Bjssu e da CrTX, uma

vez que estes foram capazes de produzir anticorpos (imunogenicidade) e, também, de

reagir com os mesmos (antigenicidade).
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Observou-se uma maior sensibilidade para os AV AntiCdt e AntiCrTX diante dos
antigenos Cdt (Figura 4A) e CrTX (Figura 4B), quando comparados com o SACC,
sugerindo que os antigenos contém algo que os AV especificos reconhecem melhor.

Resposta semelhante de sensibilidade foi obtida com o AntiBjssu, diante do antigeno
BthTX (Figura 4D). A Figura 4C representa os AV SABC e AntiBjssu,. perante o antigeno

Bjssu, nao havendo diferengas, entre eles, quanto a sensibilidade.
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Fig. 4 - ELISA realizado com os AV produzidos em coelhos (AntiCdt, AntiCrTX e AntiBjssu) e comparados com
os comerciais (SACC e SABC). Antigenos utilizados: A (Cdt), B (CrTX), C (Bjssu) e D (BthTX). Todos os AV

foram diluidos 1:1000.
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3.2.3. POTENCIA DOS ANTIVENENOS (AV)

Os AV comerciais, produzidos por imunizagdo em equinos, sdo submetidos ao teste

de poténcia em camundongos, tomando-se amostra do “pool” de plasma, antes da

purificacdo, e também do soro dialisado concentrado correspondente. Uma quantidade fixa

de veneno (5DL50) é misturada a diluigdes variadas de soro ou plasma, para proceder a

soroneutralizacdo, e, entdo, inoculada em camundongos. Cada tipo de soro traz a

informacéo de sua poténcia. Assim, 1ml de SACC neutraliza 1,5 mg de Cdt e 1ml de SABC

neutraliza 5 mg de Vb de B. jararaca.

O Quadro 4, abaixo, mostra os resultados obtidos

das poténcias dos AV especificos em camundongos, fixando-se a dose de veneno e

utilizando-se diluicdes variadas de AV. Em paralelo, os AV comerciais, SACC e SABC,

foram submetidos ao mesmo protocolo (dados ndo mostrados), servindo como referéncia.

Quadro 4 . Poténcia dos Antivenenos Especificos

Vb ou X DL o X AV | Sobrevida | Poténcia AV Observagdes
toxina (48 h) DESQ= ul AV/ug Vb
6 3 n=5, P=27,5¢
Controle 6,3 pg/0,5 mi % 3:1 DLso=0,038 mg/kg
AntiCdt 6.3 ug/0,5 ml 18,9 pl (pintainho, ip) (ZAMUNER, PRADO-
o de ' FRANCESCHI, RODRIGUES-
SIMIONI, 1995)
7 12 n=4, P=31,5g
Controle 18 pg/0,5 ml - 0 12:1 DLso=80 pg/kg
AntiCrTX 18 pg/0,5 mi 216 pl 4 (cam., ev) (Vital-Brazil, 1962)
2 0,8 n=4, P=25¢9
Controle 259 pg/0,5 ml - 0 0,8:1 DLso=5,18 mg/kg
AntiBjssu | 259 ug/0,5ml | 207,24l 4 (cam., ip) (SILES VILLARROEL et al.,

1978,1979a)

DE50 = dose efetiva 50%
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3.3. NEUTRALIZACAO DO BLOQUEIO NEUROMUSCULAR
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3.3.1. PREPARACAO NERVO FRENICO-DIAFRAGMA (NFD)

3.3.1.1. Crotalus durissus terrificus (Cdt) - 10 pg/ml

A Figura 5 ilustra os ensaios realizados com misturas pré-incubadas de veneno e AV
(cujas doses utilizadas foram expressas em propor¢do, ou seja, veneno:AV), por 30 min, a

379C e aerados com carbogénio. Os tempos t, a seguir mencionados, representam minutos.

Como resultado desse procedimento, observou-se o efeito protetor do SACC, em
diferentes doses (Figura 5A). Na proporg&o 1:0,5 obteve-se protecdo contra o efeito
bloqueador neuromuscular (P<0,05 em teo120). A protecdo contra o efeito facilitador
(aumento na amplitude da contragédo muscular) é vista na proporgao 1:3 (P<0,05 em tioeo). A
proporgdo 1:1 pode ser considerada a melhor, pois protegeu contra ambos os efeitos,

conforme analise estatistica: P<0,05 em txo.50 € t100-120.

Na Figura 5B, a protecéo contra o efeito bloqueador neuromuscular ocorre a partir da
proporgéo 1:3, guardando estreita coeréncia com a poténcia encontrada para o AntiCdt, in
vivo (P<0,05, toos0 € tso-120). A proporgdo 1:10 teve P<0,05 nos tempos txso € ti1o.120. A

proporcao 1:1 ndo foi estatisticamente significativa.

Em 5C, demonstramos que o AntiCrTX é t&o eficiente quanto o SACC e AntiCdt na
protegéo contra o bloqueio neuromuscular, a partir da proporgéo 1:3 (P<0,05, tsp4o € tioo-120).

Na proporgao 1:1 ndo se observou protecdo contra o bloqueio neuromuscular.
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3.3.1.2. Crotoxina (CrTX) - 10 pg/ml

A Figura 6 representa o efeito da pré-incubacdo da CrTX, com diferentes doses de
AV. Em 6A, observa-se o efeito protetor do SACC na propor¢do 1:3 (veneno:AV). No
entanto, usando-se a proporgdo 1:4, observou-se aumento da facilitacdo pré-sinaptica.

Ambas as doses foram significantes (P<0,05 em t;5.120), quando comparadas com o controle.

Em 6B, foi utilizado o AntiCdt, cuja melhor resposta no impedimento do bloqueio foi
obtida na proporgdo 1:10 (P<0,05 em tso-120). Na propor¢do 1:4, parametros significativos
(P<0,05) foram obtidos nos tempos t7o.120.

Em 6C, o resultado foi semelhante: o melhor efeito neutralizante foi obtido na
proporgédo 1:10 (P<0,05, tso.120), revelando a necessidade de maior quantidade de proteinas
que os demais AV (SACC e AntiCdt). Os AV usados nas proporgdes 1:1 e 1:3 ndo se

mostraram significantes.

3.3.1.3. Bothrops jararacussu (Bjssu) - 50 pg/ml

A informacgéo do fabricante para a poténcia do SABC € de que 1 ml neutraliza 5 mg
de veneno. A Figura 7A mostra o efeito protetor do SABC nas proporgées, veneno:AV, 1:1 e
1:3 (P<0,05 nos tempos tig120, para ambas as proporgdes). Na segunda proporgéo, foi
registrada uma importante facilitagéo. Tal efeito, observado quando elevadas doses de soro
comercial sdo utilizadas, foi pesquisado utilizando-se o seguinte protocolo: pré-incubagéo
veneno+AV e aquecimento da mistura a 95°C, por 5 minutos, para desnaturagéo total. A
mistura foi centrifugada e o sobrenadante foi adicionado a preparacdo. A Figura 8 ilustra o

efeito da facilitagao inicial.

60



Resultados

A Figura 7B ilustra Bjssu diante do AV AntiBjssu, nas proporgdes 1:1 e 1:3. A primeira
ndo se mostrou eficiente, nem estatisticamente significante para proteger contra o bloqueio
in vitro, muito embora tenha sido eficaz em proteger contra o efeito letal in vivo. A segunda

proporgcéo teve P<0,01 nos tempos tsp-120.

3.3.1.4. Bothropstoxina (BThTX) - 20 pg/ml

A Figura 7C representa a capacidade protetora do SABC ante a BthTX. Apesar de
estarem ilustradas apenas as proporgdes veneno:AV de 1:1 e 1:10, varias outras foram
ensaiadas (1:3; 1:4) e nenhuma delas foi eficaz na neutralizagéo do bloqueio neuromuscular.
A proporgao 1:1, embora ndo tenha protegido contra o bloqueio, preservou a preparag¢ao
contra a contratura. Na relacdo 1:10 houve protecdo contra ambos, bloqueio e contratura
(P<0,01 nos tempos tio120), pOrém esta proporgéo levou a facilitacdo da resposta contratil,
provavelmente por interferéncia de alguma substancia n&o-protéica, presente no soro

comercial.

A Figura 7D ilustra a BthTX perante a agéo do AntiBjssu. Nao se observa facilitagao
com o AV produzido por imunizagdo em coelhos, provavelmente por este nao conter
conservantes, nem ter recebido quaquer tratamento de purificagdo. Ambas as doses foram

eficazes em proteger contra o bloqueio e a contratura (P<0,05 nos tempos tso-120)-
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Fig. 5 - Neutralizacdo do Bloqueio Neuromuscular em Preparagdo NFD (Estimulo indireto).
Ensaios com Cdt e diferentes doses de AV: A, comercial; B, AntiCdt ¢ C, AntiCrTX. A neutralizaciio ¢ dose-dependente.
Cada ponto corresponde a média + erro padriio de 3 a 6 experimentos.
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Fig. 6 - Neutralizacdo do Bloqueio Neuromuscular em Preparacédo NFD (Estimulo indireto).
Ensaios com CrTX e diferentes doses de AV: A, comercial, B, AntiCdt e C, AntiCrTX. A neutralizagao ¢ dose-
dependente. Cada ponto corresponde a meédia + erro padrdo de 3 a 5 experimentos.
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Fig. 7 - Neutralizagdo do Bloqueio Neuromuscular em Preparagao NFD (Estimulo indireto).
A e B correspondem a Bjssu ante a diferentes doses de AV: SABC e AntiBjssu, respectivamente. BthTX, diante
do SABC, esta representado em C e, perante o AntiBjssu, em D. Nota-se facilitagdo com doses excessivas de
SABC em A e C, 0 mesmo nio ocorrendo com AntiBjssu, em B ¢ D. Cada ponto indica a média + erro padrao
de 3 a 5 experimentos.
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Fig. 8 - Efeito facilitador de AV comercial. O grafico ilustra o efeito do SABC em mistura com
Bjssu (sem e com desnaturagdo de proteinas). Nota-se que a facilitacao inicial é preservada e ocorre a partir da
utilizagdo de determinada dose de AV, sugerindo a presenca de substancia termo-estavel no AV comercial. Cada

ponto representa a média + o erro padrdo de 3 a 5 experimentos.
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VITAL BRAZIL (1903) ja havia relatado sobre a eficiéncia do soro anticrotalico em

proteger contra o envenenamento causado por Bjssu. Através da neutralizagdo in vitro,
utilizando os AV SACC, AntiCdt e AntiCrTX, perante Bjssu e BthTX, observamos os

resultados ilustrados nos graficos abaixo:
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Fig. 9 - Neutralizag&o cruzada de Bjssu e BthTX em preparacdo NFD. Os 3 AV comportaram-se de
forma semelhante diante do Vb (A). Com a BthTX (B), no entanto, o AntiCrTX foi superior em proteger contra o
bloqueio neuromuscular (P<0,05, tso, so-120 ), quando comparado com SACC (P<0,05, te.120 ) e AntiCdt (P<0,05,

t1). Cada ponto representa a média + erro padrdo de 3 experimentos.

66



Resultados

3.3.2. PREPARACAO extensor digitorum longus (EDL)

A Figura 10 ilustra a capacidade neutralizante dos AV sobre o blogueio
neuromuscular induzido pelos Vb e toxinas. A analise estatistica t-Student foi utilizada na
avaliagdo dos resultados.

Em A, estdo representados os controles: preparagbes sob estir;'\ulag:éo elétrica, por
120 min, em Tyrode e apods a adigdo dos AV SACC, SABC, AntiBjssu, AntiCdt e AntiCrTX,
mostrando que, sozinhos, ndo interferem na resposta neuromuscular.

Em B, esta representada a resposta do Cdt ante os AV. O AntiCdt, na proporgao
veneno:AV, na qual protegeu in vivo (1:3), ndo impediu o bloqueio neuromuscular. A protegao
contra este bloqueio foi obtido somente usando-se SACC (P < 0,05, tip0-120) € AntiCrTX
(P<0,05, tsp.120). N80 houve diferenga significativa entre ambos, quando comparados entre si,
porém, o efeito neutralizante dos AV foi mais intenso com AntiCrTX.

A CrTX ensaiada com os AV estad representada na Figura 10C. O SACC, na
proporgdo utilizada, ndo protegeu contra o efeito bloqueador ap6s 120 minutos de
observacdo. Apesar do AntiCdt ter sido eficaz (P<0,05, tio.30), 0 AntiCrTX foi o unico capaz
de proteger contra o bloqueio neuromuscular ( P<0,01 nos tempos t 30.120).-

Os AV SABC e AntiBjssu foram comparados diante dos efeitos causados pela Bjssu
(Figura 10D). Estatisticamente, o SABC n&o foi significante em nenhum ponto da curva.
Houve diferenca significativa com o AntiBjssu, comprovando a eficiéncia deste em proteger
contra o bloqueio neuromuscular. Quando comparados entre si, SABC e AntiBjssu foram
significativamente diferentes.

Em 10E, representamos as respostas obtidas a partir do tratamento da BthTX com
os AV. Ambos os tratamentos (SABC e AntiBjssu) mostraram-se diferentes em relagéo a

toxina, porém, nao-significativamente diferentes entre si.
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Fig. 10 - Neutralizacdo do Bloqueio Neuromuscular em Preparacao EDL (Estimulo indireto). A
representa a- condigdo controle, como descrito em Meétodos. Os demais graficos representam a neutralizagao
induzida pelos AV ante os Vb (B e D) e toxinas (C e E). A dose dos AV foi definida em relagdo a sua poténcia
contra o efeito letal em camundongos (in vive). Cada ponto indica a média + erro padrao de 3 a 6 experimentos.
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A neutralizacdo de BthTX com AntiCrTX mostrou-se muito eficiente, quando testada
na preparacdo NFD. A BthTX, ainda, apresentou tempo para um bloqueio de 50% muito
semelhante em ambas as preparacgdes (Tabela 2). Desta forma, interessou-nos investigar

esta mesma neutralizacéo (BthTX com AntiCrTX), na preparagdo EDL. Os resultados obtidos
estao ilustrados no grafico abaixo:
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Fig. 11 - Neutralizacdo de BthTX com AntiCrTX em preparagdo EDL. A figura mostra que esta

preparagdo comporta-se de modo oposto em relagdo a preparagdo NFD. Cada ponto indica a média + erro padrao

de 3 experimentos.
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3.4. MIOTOXICIDADE

(PREPARAGAO extensor digitorum longus - EDL)
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3.4.1. LIBERACAO ENZIMATICA DE CREATINOQUINASE (CK)

A Figura 12 representa a capacidade liberadora de CK, dos Vb, toxinas e
controles (Tyrode, SACC, SABC, AntiCdt, AntiCrTX e AntiBjssu).

Em 12A esta ilustrado o perfil liberador de CK dos Vb e toxinas. Nota-se a discreta
liberagao de CK provocada pelo veneno de Cdt (10 pg/ml), ndo-significante em relagcao ao
controle Tyrode. A CrTX (10 pg/ml), liberou uma quantidade maior, que € significante em
relacdo ao Tyrode. A cinética de liberagdo, para Bjssu e BthTX (50 e 20 pg/ml,
respectivamente), diferencia-se no tempo e na quantidade: Bjssu mostra uma liberagéo mais
lenta até os 30 minutos, atingindo concentracées maximas em 60 minutos e diminuindo seus
niveis aos 120 minutos. BthTX, ao contrario, tem uma liberacdo quase imediata, observada
aos 15 minutos, para, depois, liberar CK gradativamente, ao longo dos 120 minutos de
observacao.

A Figura 12B mostra a quantidade de CK liberada aos 120 minutos pelos venenos e
toxinas, que foram significativamente diferentes em relagéo ao Tyrode (P<0,01), com excegao
do Cdt. Nossos resultados demonstram que a capacidade liberadora de CK de Bjssu e BthTX
& marcadamente superior a Cdt e CrTX.

A Figura 12C registra a liberagao de CK, aos 120 minutos, dos controles dos AV. A
proporg&o contida na legenda da figura, refere-se a poténcia dos AV. Assim, 1 ml de SACC
neutraliza 1,5 mg de veneno (1:1,5); 1 ml de SABC neutraliza 5 mg de veneno (1:5); 0,8 mi de
AntiBjssu neutraliza 1 mg de Bjssu (0,8:1); 12 ml de AntiCrTX neutraliza 1 mg de CrTX (12:1)
e, 3 ml de AntiCdt neutraliza 1 mg de Cdt (3:1). Em relag@o ao Tyrode, apenas O SABC e
AntiCdt nao foram significativamente diferentes; o SACC teve valor P<0,01; AntiBjssu, P<0,01

e, o AntiCrTX, P<0,05.
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Fig. 12 - DETERMINACAO DE CK EM PREPARACAOQ EDL. O painel A ilustra o perfil de liberagdo de CK
dos venenos e toxinas; B representa a liberagdo de CK dos Vb e toxinas, aos 120 minutos de exposicdo; C ilustra
os controles (Tyrode e AV), apés 120 min. Cada ponto indica a média + erro padréo de 4 a 7 experimentos.
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3.4.2. NEUTRALIZACAO DA LIBERAGCAO DE CREATINOQUINASE (CK)

Os resultados obtidos foram analisados com auxilio do teste t-Student e comparados

aos Vb ou toxinas.

SACC, AntiCdt e AntiCrTX foram néo-significantes para Cdt, que, por sua vez, foi
no-significante em relagdo ao Tyrode. Este resultado pode ser considerado um controle

‘negativo’ para os demais. (Figura 13A)

SACC, AntiCdt e AntiCrTX foram significantes (P<0,05) para CrTX, que também foi

significante em relagéo ao Tyrode. (Figura 13B)

SABC e AntiBjssu foram eficientes em neutralizar a liberacao de CK (P<0,01). Nao

houve diferenca significativa entre os dois AV. (Figura 13C)

SABC e AntiBjssu neutralizaram a liberagdo de CK (P<0,01), sendo o SABC mais

efetivo nesta protecao (significativamente diferente do AntiBjssu, P<0,01). (Figura 13D)

Podemos interpretar, a partir destes dados, que o Cdt praticamente nao libera CK e,
portanto, os AV tém papel irrelevante nesta neutralizacdo. Com a CrTX, no entanto, que
apresenta uma liberagédo de CK importante, todos os AV foram eficientes em impedir esta

liberag@o, de modo semelhante.

Quando os AV SABC e AntiBjssu s&o pré-incubados com Bjssu e BthTX, o efeito

liberador de CK é neutralizado quase que completamente.
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EDL). A e C representam os Vb Cdt e Bjssu,

respectivamente, diante dos AV. B e D correspondem as toxinas CrTX e BthTX, respectivamente, na mesma
situagdo. As misturas foram previamente incubadas a 37°C, por 30 minutos.
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3 4.3. ASPECTOS MORFOLOGICOS E NEUTRALIZAGCAO
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3.4.3.1. Preparagao incubada com solugado de Tyrode (controle)
(Figura 14)

A preparagdo EDL normal (sem nenhum tratamento) foi examinada em tempos
diferentes: no tempo zero, ou seja, logo que retirada do animal, e no tempo 120 min, apenas
em solucdo de Tyrode e submetida a estimulos elétricos indiretos. A Figura 14A mostra um
corte longitudinal da preparagdo EDL, no tempo zero: observam-se as fibras musculares
organizadamente dispostas, nucleos (N) periféricos localizados abaixo do sarcolema e
estriagdes transversais. A Figura 14B ilustra, em corte longitudinal, a preparacéo EDL, aos
120 min: nota-se que as fibras estdo com aparéncia diferente, apresentando ondulagdes,
efeito provavel da estimulagdo elétrica recebida ao longo dos 120 minutos. A (HE,
barra=30um) e B (HE, barra=10um).
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3.4.3.2. Dano muscular causado por Cdt
(Figura 15)

O veneno total de Cdt, na dose de 10 ug/ml, induziu mionecrose na preparagao EDL,
examinada apos 120 min de incubagdo com o veneno. Nas figuras A e B foram observadas
caracteristicas de mionecrose, tais como alteragdes do tipo lesdées delta (1) sobre a
membrana celular e regides de hipercontracao (2) e condensacgao das miofibrilas, alternando-
se com espagos vazios no sarcoplasma (3). Regides de lise com desorganizacdo do material
intracelular foram mais frequentes préximo ao tendao (t), como na Figura 15A. Em 15B,
mostramos miofibrilas condensadas, em diferentes estagios de agregacdo, dando uma
aparéncia de mosaico as fiboras musculares. Notam-se fibras com aparéncia normal

(n) ao lado da area lesada. A (HE, barra=10um) e B (HE, barra=30um).
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Neutralizagcdo de Cdt com SACC

(Figura 16)

O AV comercial foi o menos efetivo em proteger contra a mionecrose causada por
Cdt. A Figura 16A mostra um padrdo de lesdo semelhante ao causado pelo veneno total.
Maiores detalhes s&o vistos na Figura 16B. Uma seccgédo transversal € ilustrada na Figura
16C, mostrando pouca protecdo, principalmente na é&rea central, onde os espacgos
representam areas de perda de fibras, por agdo miotdxica do veneno (seta). t = tendao.

A (HE, barra=10um), B (HE, barra=20um) e C (HE, barra=10um).



Resultados

Figura 16. Neutralizagdo de Cdt com SACC
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Neutralizagdao de Cdt com AntiCdt

(Figura 17)

O AntiCdt preservou bem as fibras lesadas, como mostra a Figura 17. O padréo de
lesdo central foi abolido pelo AV, sugerindo que aquelas fibras susceptiveis ao Cdt foram
protegidas. As figuras 17A e 17B apresentam cortes longitudinais. Em 17C, corte transversal
mostrando a protecdo do AV. Nota-se que ha maior densidade de fibras, dando um aspecto
mais compacto ao musculo, como resultado da eficaz neutralizagdo promovida pelo AV
especifico. Ao centro da Figura 17C, observa-se um fuso neuromuscular (seta) e, na borda
inferior, parte do tecido conjuntivo fibroso do tend&o (t). A (HE, barra=10um), B (HE,
barra=20um) e C (HE, barra=20um).



Resultados

Figura 17. Neutralizagdo de Cdt com AntiCdt
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Figura 18. Neutralizagdo de Cdt com AntiCrTX

A Figura 18 ilustra a neutralizagdo do Cdt pelo AntiCrTX. A Figura 18A mostra que,
em termos de quantidade de fibras lesadas, a diferenga nao foi marcante, demostrando que o
AV nao protegeu quanto a este numero. Entretanto, uma observagéo mais detalhada mostra
que cada fibra, individualmente, apresenta-se menos lesada na sua extensdo. Observa-se,
ainda, que o aspecto em mosaico, visto com o veneno total de Cdt na Figura 15, mudou de
padrdo. A Figura 18B mostra uma regido de prote¢do do AntiCrTX, com preservagao de
fusos (ponta de seta) e estriagbes, mais circunscritas a periferia do EDL. A (HE,

~ barra=10um) e B (HE, barra=20um).
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3.4.3.3. Dano muscular causado por CrTX
(Figura 19)

A CrTX incubada por 120 min, na dose de 10 pg/ml, produziu mionecrose na
preparacdo EDL, com padrdo de lesdao semelhante ao produzido pelo veneno total, como
mostra a Figura 19A. Igualmente, a necrose acometeu preferencialmente as fibras no centro
da secgdo do EDL. Houve fragmentagédo das miofibrilas, que correspondem as areas claras
(*) e condensac&o das mesmas, com areas escuras irregulares (%), além de deformagéao na

disposicéo das fibras. O aspecto mionecrético das fibras, embora com padréo em mosaico,
" nao é tdo ‘rendilhado’ como o induzido pelo veneno total. Observam-se os nucleos escuros e
as fibras com aparéncia hialina em 19B, vé-se também ruptura do sarcolema (seta), seguida
por focos descontinuos de miofibrilas, resultando em total desorganizacdo da estrutura
normal das fibras. A (HE, barra=20um) e B (HE, barra=30um).
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Neutralizagcao de CrTX com SACC

(Figura 20)

O AV comercial foi o menos efetivo (comparando-se com o AntiCdt, da Figura 21, e
com o AntiCrTX, da Figura 22) em proteger a preparagcdo dos efeitos da CrTX, como
observado na Figura 20. Em 20A, uma visao geral do EDL, em corte transversal, mostra,
ainda, varias células necrosadas e, na orla do musculo, fibras bastante edematosas. Em 20B,
a mesma secgdo mostrando, em detalhe, nucleos bastante condensados e uma fibra com as
miofibrilas centrais ausentes. A Figura 20C, mostra outra preparacéo, também com células de
aspecto hialino e edematosas. A (HE, barra=10um), B (HE, barra=20um) e C (HE,
barra=20um).



Resultados

Figura 20. Neutralizagao de CrTX com SACC
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Neutralizagdo de CrTX com AntiCdt

(Figura 21)

A Figura 21 ilustra a neutralizacdo da CrTX com AntiCdt. As Figuras 21A e 21 B, em
corte longitudinal, representam a mesma preparagdo em posicées e aumentos diferentes.
Nota-se uma maior eficacia na protegdo contra o efeito téxico, quando comparada com
SACC. Outra preparagéo € mostrada em 21C, numa secg&o transversal, contendo algumas
células com les&o em delta (ponta de seta) e outras mostrando perfil arredondado (*), em vez
de poligonal, porém, em maior grau de protegdo que no SACC. A (HE, barra=10um), B (HE,
barra=20pm) e C (HE, barra=20um).



Resultados

Figura 21. Neutralizagao de CrTX com AntiCdt
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Neutralizagcao de CrTX com AntiCrTX

(Figura 22)

O AV AntiCrTX foi o mais eficiente em se contrapor a agdo da CrTX, melhor
preservando a morfologia das fibras, como mostra a Figura 22. Em 22A e 22B, sao mostrados
cortes longitudinais da mesma preparacgéo, em diferentes posicoes e aumentos. Observa-se a
organizacgéo das fibras e a presenca de estriagdes. Em 22C, outra preparacdo, em corte
transversal, retrata a disposicdo organizada de feixes do musculo EDL e o perfil poligonal (P)
de cada fibra, que indica a auséncia de edema e, portanto, de preservagéo das propriedades
de permeabilidade da musculatura celular. A (HE, barra=10um), B (HE, barra=20um) e C (HE,
barra=20um).



Resultados

Figura 22. Neutralizagdo de CrTX com AntiCrTX
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3.4.3.4. Dano muscular causado por Bjssu

(Figura 23)

O veneno total de Bjssu, na dose de 50 ug/ml, produziu intensa mionecrose na
preparacdo EDL, submetida a experimento por um tempo de 120 min. Observaram-se fibras
musculares fragmentadas, miofibrilas condensadas e nucleos picnéticos. A Figura 23 ilustra
uma sequéncia de fotos, com os danos causados pelo veneno: em 23A, nota-se inexisténcia
de fibras com arquitetura integra e a notéria redugdo da massa muscular a cerca de 13 fibras
nesse plano do corte. Em 23B e D estd mostrado, respectivamente em secgao longitudinal e
transversal, o efeito de lise da fibra em maiores detalhes, em diferentes regides. Em 23C, o
corte obliquo mostra a intensidade da mionecrose, com espagos opticamente vazios,
tornando a fibra bastante rarefeita (setas). A (HE, barra=10um), B (HE, barra=30um), D (HE,
barra=30um) e C (HE, barra=30um).



Resultados

Figura 23. Dano muscular causado por Bjssu
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Neutralizacdao de Bjssu com SABC

(Figura 24)

A Figura 24 ilustra a agdo protetora do AV comercial, evidenciada pela maior massa
muscular (24A), apesar de conter fibras necrosadas (nc), conforme se observa em 24B.
Cortes transversais sdo mostrados em 24C e D, em diferentes aumentos, sugerindo um efeito
‘tudo ou nada’, ou seja, é provavel que determinada populagéo de fibras no seja protegida
pelo AV. Esta observagdo decorre da presenga de células “ghost” nas regides opticamente
vazias, onde existem nucleos soltos e restos de membrana (seta). A (HE, barra=20um),

B (HE, barra=20um), C e D (HE, barra=20um e 40um, respectivamente).



Resultados

Figura 24. Neutralizacdo de Bjssu com SABC
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Neutralizagdo de Bjssu com AntiBjssu

(Figura 25)

A Figura 25A mostra uma protec@o maior, quanto aoc numero de fibras preservadas,
em relagdo a proporcionada pelo SABC, embora apresente algumas regides afetadas
altamente eosindfilas (E), representadas por regies escuras das fibras. A Figura 25B, mostra
outro experimento, com as mesmas caracteristicas de 25A. O corte transversal, em 25C, nao
mais exibe o padréo ‘tudo ou nada’ e, sim, gradagéo (1, 2, 3 e 4) na intensidade da lesdo em
delta, aglutinagdo miofibrilar e edema, evidenciando, enfim, uma superioridade no AV
especifico em proteger diferentes populagdes de fibras. A (HE, barra=10um), B (HE,
barra=10um) e C (HE, barra=20um).



Resultados

Figura 25. Neutralizagao de Bjssu com AntiBjssu
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3.4.3.5. Dano muscular causado por BthTX

(Figura 26)

Apos 120 min de incubagdo com BthTX, na dose de 20 pg/ml, a preparagéo EDL
apresentou-se mionecrética, porém, o grau de les&o foi inferior ao exibido pelo Vb. Observa-
se presenga de maior nimero de células, conforme Figura 26A. As Figuras 26B e 26C
ilustram os estagios de condensacdo de miofibrilas até o desaparecimento de fibras (1, 2, 3 e
4), sugerindo que toxina e Vb apresentam diferente cinética no padréo de lesado.
A (HE, barra=10um), B e C (HE, barra=30um).



Resultados

Figura 26. Dano muscular causado por BthTX
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Neutralizagao de BthTX com SABC

(Figura 27)

A Figura 27 mostra a ac&o altamente neutralizante do AV comercial na preparagao, a
qual caracterizou-se por maior eficacia nas bordas laterais e menor na regido central,
evidenciada por lacunas produzidas pela auséncia de fibras (seta) que nao foram protegidas
(27A). Em 27B, outra regido, da mesma preparagéo, evidencia que nao ha alteragdes ao
longo das fibras, que se mostram longas e ininterruptas. Em 27C, um corte transversal de
outra preparacdo mostra grande protegéo e preservacao do perfil poligonal das células. Ha
poucos espacos indicativos de lise de fibras. A (HE, barra=10um), B (HE, barra=10um) e C
(HE, barra=20um).



Resultados

Figura 27. Neutralizagdo de BthTX com SABC
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Neutralizagdo de BthTX com AntiBjssu

(Figura 28)

A Figura 28 ilustra a neutralizagdo da BthTX pelo AntiBjssu. A maneira do SABC,
houve maior protec@o nas bordas laterais do EDL. Entretanto, o AntiBjssu protegeu mais que
o SABC, pois ndo se verifica auséncia de fibras. Em decorréncia, observa-se na regiao
central do musculo, fibras com diferentes graus de alteragdo, indicando a neutralizagcdo
parcial. As Figuras 28A e 28B pertencem & mesma preparacéo. Notam-se fibras onduladas,
hialinas e, algumas delas, com varios pontos de lesGes tipo delta. O corte transversal, em
28C mostra um padrdo semelhante ao SABC. Ao centro, observa-se um fuso neuromuscular.
A e B (ambas HE, barra=10um), C (HE, barra=20um).



Resultados

Figura 28. Neutralizagdo de BthTX com AntiBjssu
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Discussdo

Experimentalmente, a neutraliza¢io constitui importante ferramenta na tentativa de se
entender o mecanismo de agdo dos venenos e toxinas, aiem de ser a principal forma de
tratamento nos acidentes causados por animais ofidicos. Estudos sobre neutralizagdo tém
sido realizados com AV especificos, produzidos por imuniza¢do direta em animais como
camundongos (TREMEAU et al., 1986; LOMONTE & KAHAN, 1988; MOLLIER ef al., 1989;
MOLLIER, CHWETZOFF, MENEZ, 1990; MOURA DA SILVA et al., 1990; LOMONTE ef af,
1992), coelhos (LOMONTE et al., 1987a; MIDDLEBROOK & KAISER, 1989; KASTURI &
GOWDA, 1990, OWNBY & COLBERG, 1990), carneircs (LOMONTE, MORENO,
GUTIERREZ, 1987b; SJOSTROM et al., 1994) ou com AV comerciais, produzidos por

imunizagdo em equinos (LOMONTE ef al,, 1990; 1891; SIOSTROM et al.,1994).

Os AV especificos e 0s comerciais mostraram-se efetivos em neutralizar ¢ bloqueio
neuromuscular e o efeito letal dos Vb e toxinas. Quanto & miotoxicidade, porém, em nossas
condiches experimentais, houve variagiéo quanto ao grau de protecdo e ao tipo de veneno,
tanto para AV comerciais, como para os especificos. Como observado por LOMONTE et af.
(1987a), “a capacidade neutralizante de AV comerciais pode ser mais aparente que real,
considerando que s&o preparagdes ricas em globulinas, pois séo fracionadas e purificadas,
tratamento ndo realizado com os AV especificos, além de que, a concentracéo absoluta de
anticorpos especificos nfo foi quantificada. Ainda, os AV comerciais s&o produzidos em
cavalos, cuja producdo de anticorpos ocorre h& anos, enquanto os AV especificos sdo
produzidos num esquema de imunizacdo por cerca de 3 semanas’. Em nosso estudo,
apesar destas consideracdes, a determinacéo de ELISA comprovou a reatividade dos AV

especificos.
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Discussdo

O estudo miogréfico dos Vb e toxinas marcou as diferengas entre as preparactes
NFD e EDL. A razao do Cdt apresentar tempo para um blogueio de 50% tdo diferente nas
duas preparacées e o significado da CrTX ser menos sensivel que o seu Vb na preparacao
EDL permanecem para ser elucidados. Duas hipoteses podem ser formuladas: a primeira
estaria relacionada as caracteristicas bioquimicas e fisiologicas das fibras musculares dos
dois tipos de musculo, isto é, 0 EDL, com predominancia de fibras glicoliticas de contragio
rapida, e o diafragma, com fibras oxidativas de contragdo lenta, as quais teriam
sensibilidade diferente as acdes do Cdt e da CrTX. A segunda hipétese estaria relacionada
as caracteristicas farmacoldgicas proprias do Cdt e CrTX (ag&o pré-sinaptica). Esta hipdtese
encontra suporte nos resultados com Bjssu e BthTX (agdo pds-sinaptica), nos quais a

diferenca no perfil miografico das duas preparagbes nao foi significante.

Diferenga na sensibilidade, entre musculos de contragac rapida e lenta, a alguns
venenos de cobra e milotoxinas foi recentemente relatada por MELO & OWNBY (1996),
quanto a miotoxicidade produzida nos musculos EDL e Soleus. Um musculo é denominado
branco, quando contém fibras com baixo conteado mitocondrial, e, vermelho, quando tem
fibras ricas em mitocondrias. O EDL € um musculo branco, de contragdo répida e com
predomindncia de fibras glicoliticas. O diafragma é um musculo vermelho,
predominantemente lento e, por ser constantemente ativo, requer elevada capacidade
oxidativa, sendo possivel que a maior proporg8o de fibras lentas proporcione, ao mesmo, um
certo grau de resisténcia a fadiga. As diferengas nos perfis ultra-estrutural e metabdlico para
os mesmos tipos de fibras, em diferentes musculos esqueléticos, s&o influenciadas pelo
crescimento, enquanto que o volume mitocondrial € idade-musculo-dependente (TAKEKURA

ef al., 1994; JECKEL-NETO et a/., 1996) .
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Com base no exposto sobre os estudos realizados em diferentes musculos
esqueléticos, diafragma, EDL e Soleus, é evidente que existem diferengas marcantes entre
as preparagbes por nods utilizadas (NFD e EDL), no que diz respeito a arquitetura, ultra-
estrutura, distribuigdo de enzimas e receptores envolvidos na fisiologia das mesmas. O
estudo miografico permitiu apontar as diferencas entre elas. Pesquisag futuras, comparando
os aspectos morfolodgicos de ambas as preparagbes, determinariam quais as estruturas e em

que grau seriam afetadas, auxiliando no entendimento da acio desses venenos e toxinas.

A neutralizagdo do blogueio neuromuscular, avaliada na preparagdo NFD, para os Vb
e toxinas, mostrou ser dose-dependente e, para os AV comerciais, foi observado, a partir de
determinada dose, um efeito facilitador. Se este é afribuido a presenca de alguma
substancia termo-estavel no AV ou se é simplesmente excesso na dose do mesmo, ainda
permanece sem esclarecimento. A desnaturagdo da mistura veneno-AV a 95°C, por 5
minutos, manteve o efeito facilitador, porém, como este s6 aparece com doses elevadas, o

mais provavel é que ambos os fatores estejam relacionados.

Tem-se discutido sobre a dose de AV administrada no tratamento dos acidentes
ofidicos. THEAKSTON ef al. (1992) demonstraram que baixas concentragdes de veneno de
B. jararaca persistiam na circulacdo por mais de 3 dias apds a administragio de AV. Este,
contudo, continuava presente por longo tempo, em quantidade suficiente para se ligar ao
veneno liberado do local da picada, e a aplicacdo de uma segunda dose poderia ser
considerada apos um periodo de 12 a 14 horas. JORGE ef al. (1995) realizaram um estudo
randomico cego com duas doses de AV (sendo uma, a dose preconizada e, a outra, 50%
menor) para o género Bothrops, em envenenamentos leve e moderado. Nao houve diferenga

entre os dois grupos, indicando a possibilidade de reducdo das doses convencionais.

105



Discussio

AMARAL et al. (1996) analisaram a interagdo veneno-AV, em pacientes envenenados por
Crotalus durissus. Embora tenha sido detectado elevados titulos de AV, através de ensaios
de ELISA, 24 horas apds o inicio do tratamento, ainda nac é possivel atestar ser viavel a
reducdo das doses iniciais de AV. Talvez 0s nossos achados in vitro, que demonstraram o
efeito facilitador, a partir de determinada concentracao de AV comercié'!, possam, de alguma

forma, contribuir nesta questao clinica.

A neutralizac@o cruzada do bloqueio neuromuscular foi investigada para Bjssu e
BthTX, com AV crotdlicos: SACC, AntiCdt e AntiCrTX. Os 3 AV apresentaram perfil
semelhante, quando em mistura com Bjssu. A preparacéo NFD foi protegida em 75% contra
o bloqusio neuromuscular. Os resultados obtidos n&o foram inesperados, uma vez que a
para-especificidade do soro anticrotalico ante 0 veneno total de Bjssu, ja havia sido
observado por VITAL BRAZIL (1903). Contudo, a capacidade neutralizante do AntiCrTX para
a BthTX foi ainda maior que para a Bjssu, apesar de, quando a preparacdo foi substituida
por EDL, tais resultados ndo se reproduziram com a mesma intensidade. Novamente
evidenciam-se as diferencas entre as duas preparacfes e (ou) entre a mistura veneno-AV:

em qual sitio da BthTX ocorre a ligacéo do AV AntiCrTX?

SILES VILLARROEL et al. (1976,1977) admitem a existéncia, no género Bothrops, de
dois grupos de venenos com caracteristicas imunogénicas distintas. O primeiro deles seria
representado pelos venenos de B. jararaca, B. alternatus, B. insularis e B. cotiara, entre os
quais pode ser observada uma maior aproximag&o, por apresentarem um grande numero de
componentes antigénicos comuns e de constituintes com identidade completa; o segundo
grupo seria representado pelos venenos Bjssu e B. moojeni, que guardam entre si uma

estreita relagdo imunogénica, com caracteristicas proprias que os afastam do primeiro
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grupo. Atualmente, tem-se investigado a ocorréncia de proteinas imunologicamente
relacionadas a CrTX em venenos botrdpicos, principalmente na Bjssu (SILVA et al, 1997), o

que podera ajudar na compreenséo deste fato.

Ficou evidenciada a cinética de liberagio de CK para cada veneno e toxina, sendo
que, tambeém neste caso, houve uma diferenga importante para Cdt‘ e CrTX em relagdo a
Bjssu e BthTX. Para os primeiros, a cinética de liberagéo segue um padrdo linear e sdo
baixos os niveis de liberagdo de CK, quando comparados aos segundos, cuja cinética de
liberagéo € distinta, ou seja, BthTX apresenta niveis eievados, em 15 minutos, para depois
aumentar linear e progressivamente. Bjssu tem um efeito tardio, atingindo valores méaximos
em uma hora, para depois sofrer um ligeiro declinio. Essas diferencas podem explicar o

padrao de alteragéo morfoliégica de cada veneno e toxina.

Os achados morfolégicos e enzimaticos, portanto, mostraram uma correlagéio entre si,
diante dos venenos e toxinas utilizados na avaliagdo da miotoxicidade, tendo sido
importante o acompanhamento da liberagéo de CK, em intervalos de tempo, pois permitiu

entender o resultado da les&o ocorrida acs 120 minutos de exposicéo.

Um achado interessante foi a influéncia dos AV na liberagdo de CK. Numa ordem
decrescente, niveis significativos da enzima foram encontrados para o AV AntiCrTX
(superiores aos induzidos pelo Cdt), AntiBjssu e AntiCdt. Uma explicagdo para isso seria a
concentracdo de proteinas presente na solucdo do banho, que coincide com a poténcia de
cada AV, 12:1, 3:1 e 0,8:1, respectivamente para AntiCrTX, AntiCdt e AntiBjssu. SUAREZ-
KURTZ (1982), trabalhando com preparacdes de musculo esquelético de ra, demonstrou

que a CK, a despeito de ser uma enzima de consideravel tamanho (81 kDa), pode ser
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liberada por alteracbes osmoéticas, com aparente auséncia de dano celular irreversivel,

julgado pelo critério miografico (quantificacdo da amplitude de contragdo muscular).

E possivel, portanto, que, no caso dos AV especificos, a elevada concentragéo de
proteinas tenha promovido a liberagéo de CK, ainda que a resposta miogréafica (contragéo
muscular) ndo tenha sido afetada. Histologicamente, a preparagao rrnudou sua aparéncia
normal (tornando-se semelhante ao ilustrado na Figura 14B), mas ndo se verificou
mionecrose. Isso pode significar que a liberagdo de CK nem sempre pode ser atribuida a
lesdo da célula muscular. O contrario também ja foi demonstrado; Notechis s. scutatus néo
apresentou nenhum efeito significante nos niveis de CK , embora manifestasse severas
reacdes locais, com varios estagios de necrose muscular (MEBS ef a/., 1983), o que também

foi observado por nés, no caso de Cdt.

Embora os AV especificos, sozinhos, tenham promovido uma significante liberagdo de
CK, conforme explicitado acima, quando em mistura com os venenos ou toxinas, foram
eficazes em impedi-la. Assim, ambos os AV, comercial e especifico, foram eficazes em

proteger a preparagéo contra o mecanismo liberador de CK.

A analise histologica traz mais informagdes scbre a capacidade neutralizante dos AV:
para o Cdt, por exemplo, a ordem de protecdo foi o AntiCdt, AntiCrTX e SACC.
Qualitativamente, a melhor protecdo do AntiCdt pode ser explicada pela especificidade e
afinidade dele com os varios componentes do Vb, pois este encerra outros integrantes que
podem estar envolvidos na agcdo miotoxica, além de que, pode ter havido producdo de

anticorpos contra estes outros constituintes.

No caso da CrTX a ordem de protecdo foi o AntiCrTX, AntiCdt e SACC. A

superioridade do AntiCrTX também foi verificada em relagéo ao bloqueio neuromuscular.
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Esses resultados constituem mais uma evidéncia da interdependéncia dos dois fendémenos
(blogueio neuromuscular e miotoxicidade). Também s&c coerentes com os de
GOPALAKRISHNAKONE & HAWGOOD (1984), que verificaram, através de microscopia
Optica e eletronica, haver alteracdo degenerativa apds uma unica inje¢do i.m. de dose
subletal de CrTX noc musculo Soleus de camundongo. Um padrao semélhante de mionecrose
fol obtido quando se injetou a subunidade fosfolipasica sozinha, enquanto que a CrTX
reconstituida de uma PLA; quimicamente modificada, com baixa atividade catalitica, mostrou
fraca mionecrose e a subunidade ndo-enzimatica, a crotapotina, foi inativa. E interessante
salientar a associagdo dos parametros miografico e miotéxico, mostrando que a
neutralizagdo por AV produzido a partir de fragdo purificada, pode constituir um modelo Util

para relacionar ou dissociar o efeito do bloqueio neuromuscular do miotéxico.

No caso da Bjssu, a melhor protegéo contra a mionecrose foi obtida com AntiBjssu e
esse resultado também foi verificado na protegdo contra o bloqueio neuromuscular. E muito
provavel que o processo de imunizac&o tenha tido uma influéncia direta nesse resultado,
pois 0 AV comercial & obtido apds imunizagdo de uma mistura de venenos das espécies B.
fararaca; B. alternatus {(nome vulgar: urutu); B. moojeni (nome vulgar:caissaca); B. cotiara; B.
neuwiedi e B. fararacussu , enquanto que o AV especifico foi produto de imunizagdo apenas
com Bjssu. A produgéo de anticorpos contra uma Unica espécie e, ainda, quando em mistura
com 0 mesmo antigeno que gerou esta produgéo, melthorou, em muito, o0 grau de protegao.
Através desse procedimento, ficou evidenciada, uma vez mais, a especificidade da reagdo

antigeno-anticorpo.

Para BthTX, ambos os AV protegeram contra a acdo miotdxica. Aparentemente o

SABC foi mais eficiente em proteger contra a liberacdo de CK e o bloqueio neuromuscular
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(para este Ultimo, estatisticamente ndo houve diferenca significativa entre os AV). No
entanto, histologicamente o AntiBjssu foi superior em proteger contra os efeitos miotdxicos
da BthTX. Submeter 0 mesmo protocolo a AV AntiBthTX seria interessante, até para atribuir

{(ou ndo) a BthTX as principais agbes do Vb de Bjssu, como verificado para CrTX.
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Conclusio

As preparacgbes neuromusculares utilizadas comportaram-se de modo divergente, quanto
a sua sensibilidade aos venenos e toxinas, sugerindo diferencas, provavelmente devidas

a populagéo de fibras glicoliticas e oxidativas presentes nestes musculos.

Os antivenenos especificos mostraram-se eficientes em neutralizar o efeito letal, a
miotoxicidade e © blogueic neuromuscular caracteristico das peconhas e toxinas

estudadas.

O controle realizado com AV mostrou que a quantidade de proteinas presente na cuba,
durante a incubacgao, interfere proporcionalmente no efeito liberador de CK, também
alterando a aparéncia normal das células musculares, sem, contudo, causar mionecrose.

Isso sugere que a liberacdo de CK pode ocorrer na auséncia de les&o celular.

AntiCrTX neutralizou tanto a mionecrose, como o blogqueio neuromuscular causados pela
CrTX, evidenciando a ligagdo de anticorpos ao mesmo sitio responsavel pelas atividades

neuro e miotéxica.

0O estudo com AV produzidos de fragdes purificadas, associado as técnicas miograficas e
histologicas, pode ser um modelo Gtil na dissociacdo dos efeitos neurotdxicos daqueles

miotoxicos, das toxinas presentes nos venenos de serpentes peconhentas.
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Summary

This thesis evaluates the neurotoxic and myotoxic activities of Crotalus durissus
terrificus (Cdt, 10 ug/mi) and Bothrops jararacussu (Bjssu, 50 ug/ml) venoms and their major
toxins, crotoxin (CrTX, 10 pg/ml) and bothropstoxin-l (BthTX-l, 20 pg/ml), respectively, and
the ability of commercial and specific antivenoms to neutralize these activities.

Neurotoxic activity was studied in vitro using the phrenic nerve-&iaphragm (PND) and
extensor digiforum longus (EDL) preparations. Myotoxic activity was determined by
measuring the release of CK in vitro from the EDL preparation as well as by histological
analysis.

The commercial equine antivenom employed was produced by the Instituto Vital
Brazil. The specific antiCdt, antiBjssu and antiCrTX antivenoms were raised in rabbits by
successive inoculations over a two month period. The antibody production was determined
by both immunodiffusion and by an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).

Both of the venoms and their respective toxins produced a dose-dependent
neuromuscular blockade as well as differing degrees of necrosis. The variation in sensitivity
between the two preparations may reflect the presence of predominantly fast fibers in the
EDL and slow fibers in the PND. Neutralization of the neuromuscular blockade was dose-
dependent in the PND and, at elevated concentrations, the antisera produced facilitation of
the preparation.

Bjssu venom was more potent than Cdt venom in producing skeletal muscle damage
under the conditions employed here. The specific antivenoms had a greater neutralization
capacity than the commercial antivenloms.

Concomitant studies on the neutralization of both neurotoxic and myotoxic activities

may provide a useful model for dissociating these two activities.
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