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RESUMO



Este trabalho trata do estudo farmacologico do veneno de Bothrops leucurus,
conhecida como jararaca-do-rabo-branco. Objetivou-se caracterizar suas atividades
bioquimicas e imunobiolégicas, como forma de avaliar o grau de soroprote¢do conferido
pelos anti-venenos produzidos no Brasil e anti-B. leucurus, produzido na Argentina.
Utilizou-se venenos de duas regides geogréaficas da Bahia (Regido Metropolitana do
Salvador - RMS e Sul/Sudeste baiano - SB) e de machos e fémeas, a fim de se estabelecer
possiveis variagdes geograficas e sexuais. Procedeu-se a determinacdo da dosagem
protéica, perfil cromatografico e eletroforético, das atividades toOxica, proteolitica,
edemaciante, hemorrdgica, necrosante, defibrinante, pré-coagulante, miotoxica e sobre a
juncdo neuromuscular, caracterizagdo imunoquimica e neutralizacdo das atividades
biologicas da peconha, frente aos soros antibotrépico-crotilico (SABC) do Instituto
Butantan (IB), Instituto Vital Brazil (IVB), Fundagdo Ezequiel Dias (FUNED) e Soro anti-
B. leucurus do Instituto Carlos Malbran. O perfil eletroforético do veneno caracterizou-se
pela presenca de 4 bandas e o perfil cromatografico por 7 picos, sendo semelhantes nos
diferentes pools. Houve variagdo regional e sexual, nas atividades biologicas, ja que o
veneno das serpentes do SB apresentou atividades tdxica, hemorragica, necrosante e
miotéxica maior que da RMS, no entanto, a atividade coagulante desta ultima foi maior que
o da primeira. O veneno das fémeas foi mais coagulante que o dos machos. Todas as
amostras induziram mionecrose, caracterizada por “balonizacdo”, vacuolizagdo, lesdes
“delta”, hipercontra¢do, condensagdo das miofibrilas e areas de degeneragdo muscular.
As amostras, em concentra¢des a partir de 50 pg/ml, inibiram a transmissdo neuromuscular,
de maneira dose-dependente e irreversivel (com excegdo do veneno dos machos), devido as
suas agdes pos-juncionais. Na dose de 10 pg/ml, veneno de machos e fémeas induziu
aumento na amplitude das respostas musculares, demonstrando agdo pré-sinaptica.
A pegonha de espécimens da RMS foi mais potente em provocar 50% do bloqueio da
resposta contrétil que os da SB, assim como o veneno das fémeas foi mais potente que dos
machos. Observou-se inibi¢do da resposta acetilcolinica nas preparagdes tratadas com 50 e
100 pg/ml das diferentes amostras e da amplitude da resposta muscular, de maneira
dose-dependente e irreversivel, com variagdo geografica e sexual. O ELISA demonstrou
que todos os pools apresentaram titulos de anticorpos frente a todos os anti-soros testados,

sendo maiores frente ao soro especifico, com excecdo do pool da RMS, cuja titulagdo do
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soro especifico foi equivalente a do SABC do IB. Dentre os soros inespecificos, o do IB foi
0 que apresentou maior titulagdo, seguido do SABC da FUNED e do IVB. Houve variagido
na capacidade neutralizante dos soros frente as amostras, € 0 SABC/IB apresentou maior
reatividade cruzada frente ao veneno de machos e da RMS. Os SABC/FUNED e IVB
foram melhor reconhecidos pelo veneno de machos, da RMS e SB. O Westernblot
demonstrou que o veneno desta espécie apresentou reagdo cruzada tanto frente ao soro
anti-B. leucurus quanto ao SABC do IB e que a reagiio foi mais intensa quando utilizou-se
o soro especifico. Todos os anti-venenos foram capazes de neutralizar as atividades
hemorragica, necrosante e hemolitica das duas amostras de veneno, apesar da variagio

regional observada nesta soroneutraliza¢do.
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2. INTRODUCAO



Desde os primordios, os homens tém se preocupado com 0s perigos causados
por picadas € mordidas de insetos, aranhas, escorpides, serpentes, peixes e outros animais,

mas durante milhares de anos existiu uma completa ignorancia e medo destes animais.

O actmulo de conhecimento neste campo, através da observagio e experiéncias
de envenenamento com animais peconhentos foi um processo lento que se iniciou no Egito
antigo (aproximadamente 1600 A.C.), principalmente com os animais de interesse médico.
Os estudos com veneno come¢aram na metade do século XIX, com Lucien Bonaparte
utilizando a pegonha de Vipera berus. Em 1872, observou-se que existiam diferengas entre
os venenos de serpentes e em 1902 identificou-se similaridades antigénicas entre as

espécies.

No Brasil, o estudo do envenenamento humano comegou em 1867, com a
publicagdo, na Bahia, do classico trabalho de Otto Wucherer, intitulado “Sobre mordeduras
das cobras venenosas € seu tratamento”, na Gazeta Médica da Bahia. O estudo das
pegonhas teve como precursor Jodo Batista de Lacerda, que no século XIX, no Museu
Nacional, realizou algumas pesquisas sobre a farmacologia do veneno de serpentes
brasileiras. Deve-se, entretanto, a Vital Brazil (1906, 1911) o grande desenvolvimento que
alcancaram as investigagdes sobre venenos e envenenamentos, o estudo sobre animais
venenosos, a profilaxia e tratamento dos acidentes causados por serpentes, escorpioes e
aranhas (Vital Brazil, 1987).

As serpentes tém merecido a aten¢do do homem desde os tempos mais remotos
quando causavam medo e inquietude em virtude de provocarem acidentes, por vezes
levando a morte (Leake, 1968). Seus venenos sdo 0s fluidos biolégicos mais concentrados
produzidos por vertebrados, sendo o conteido solido constituido de 90% de proteinas
(Stocker, 1990), das quais algumas sdo enzimas. Essa mistura extremamente complexa
pode conter mais de 50 componentes, incluindo carboidratos, lipidios, aminas
biogenicamente ativas, nucleotideos, aminoacidos e peptideos (Iwanaga & Suzuki, 1979;
Bjarnason & Fox, 1988/89; Berger & Bhatti, 1989). Os componentes inorganicos mais
freqiientes sdo Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P. Co, Zn, exercendo funcdo de manter
estabilidade estrutural de determinadas proteinas ou agindo como catalisadores em reagoes

enzimaticas (Bjarnason & Fox, 1988/89).
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As toxinas encontradas no veneno das serpentes sdo proteinas que causam
disrupgdo de fungdes vitais, tais como a transmissdo nervosa e atividades autondmicas. As
enzimas s3o componentes do veneno, responsaveis por muitas atividades visiveis,
relacionadas com danos patoldgicos, tais como necrose tissular, atividade coagulante e
anticoagulante e dor. Entre as enzimas mais importantes estdo a fosfolipase A, (PLA,), L-
aminodcidoxidase (presente em todos as pegonhas ofidicas, com excecdo das serpentes
marinhas) e fosfodiesterase. A difereng¢a entre enzimas e toxinas ¢ que, de fato, muitas

toxinas ndo tém atividade enzimatica (Bradley er al., 1989).

Durante a evolugdo dos venenos, as primeiras substincias ativas foram
provavelmente as enzimas proteoliticas (Kardog, 1979) que auxiliavam na digestio,
fazendo com que a alimentagéo fosse um processo mais facil e seguro (Kochva, 1987). A
presenga em venenos de serpentes de enzimas como proteases, peptidases, fosfatases,
esterases e lecitinases concordam com esta sugestdo; e muitas destas enzimas sio também
encontradas em “sucos digestivos™ de outros animais. Algumas delas podem ser agentes
digestivos ou transformaram-se em substancias altamente téxicas (Zeppler, 1948, apud
Casais-e-Silva, 1995). Estudos demonstram que toxinas ndo enzimaticas encontradas no
veneno de serpentes da familia Elapidae, se desenvolveram a partir de enzimas digestivas.
Como conseqiiéncia disto, existe uma hipétese de que as glindulas de veneno primeiro
produziram enzimas, que ja eram secretadas pelo pancreas da serpente ancestral. Suspeita-
S¢ que 0 veneno das serpentes originou-se das secregdes pancredticas dos ancestrais. que

apresentavam primariamente atividades fosfolipasica e ribonucleasica (Strydon, 1979).

As serpentes s3o portanto répteis cuja estratégia basica de alimentagdo envolve
a subjugacio de presas de tamanho relativamente grande, que ndo sdo desmembradas nem
mastigadas. Enquanto métodos mecanicos, tais como a constric¢do, podem dominar a
presa, o veneno ¢ essencial para facilitar a degluti¢io e a digestdo da mesma. Este tltimo
processo ¢ facilitado por secregdes digestivas que podem ser introduzidas dentro da presa,
levando-a a morte e sdo distribuidas pela circulagdo do animal, que acelera o processo
digestivo (Minton & Weinstein, 1986). Savintsky (1980, apud Minton & Weinstein, 1986)
considera esta, a chave adaptativa que determinou o sucesso das modernas serpentes, que

evoluiu em uma variedade de formas do corpo e mecanismos locomotores. enquanto que
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UNICAMP
3IBLIOTECA CENTRA

SECA O Cikcin
reteve sua habilidade de ingerir presas comparativamente grandes, que deve ter ocorrido no

Mioceno, o periodo de maior evolugdo deste grupo.

Para Khova (2000), a adaptagdo das serpentes para engolir presas grandes pela
aquisi¢do de um cranio cinético, um conjunto complexo de musculos na cabega e uma série
extensiva de glandulas orais, representam pontos importantes que podem estabelecer uma

conexio com a evolugdo destes animais.

Segundo a estimativa de Bjarnason & Fox (1988/89) das 2000 a 2500 espécies
de serpentes existentes no mundo, somente cerca de 200 sdo perigosas para 0 homem. As
serpentes brasileiras de importancia médica pertencem as familias Viperidae, representada
pelos géneros Bothrops (jararacas), Lachesis (surucucus) e Crotalus (cascavéis) e Elapidae,

representada pelo género Micrurus (corais).

As viperideas, abrigam cerca de 30 géneros e 230 espécies (Vidal, 2000) e
representam um grupo relativamente bem definido que € caracterizado por presas grandes,
méveis, totalmente canaliculadas e recobertas por uma bainha, inseridas em uma maxila
reduzida e com grande capacidade de rotagdo. Elas aparentemente evoluiram de serpentes
colubrideas com dentes maxilares posteriores grandes e parcialmente canaliculados, pela
supressdo do dente maxilar anterior, encurtamento do osso e fechamento completo do canal
de veneno (Minton & Weinstein, 1986). Segundo Vidal (2000), este sistema de presas
anteriores em algumas serpentes Atractaspididae, todas as Elapidae e todas as Viperidae,
evoluiu em alguns momentos independentes e apareceram muito cedo dentro dos
Colubroidea. A familia Viperidae €é facilmente subdividida em duas sub-familias:
Crotalinae e Viperinae, com ou sem fosseta loreal, respectivamente, ja que nenhuma forma
intermediaria existe. O veneno destes dois subgrupos de serpentes parece ter uma grande

quantidade de antigenos em comum.

No Brasil, a subfamilia Crotalinae abrange os géneros Crotalus (cascavéis),
Lachesis (surucucu ou pico-de-jaca) e Bothrops (jararacas). Estas ultimas sdo encontradas
em todo o territério nacional e sdo responsiveis por 90% dos envenenamentos, sendo o
acidente de maior importincia epidemiolégica no Pais (Puorto, 1992; Brasil, 1999).

Baseado na estimativa do Ministério da Satde, devem ocorrer anualmente em média 18.000
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acidentes botrépicos, com letalidade em torno de 0,6% nos casos tratados. A freqgiiéncia
desses acidentes no periodo de 1990-1993 foi 73,1% e a letalidade 0,31% (Brasil, 1999).

Na Bahia, estudos epidemiologicos realizados por Rodrigues & Machado
(1987) no ano de 1985 demonstraram que em 779 dos acidentes ofidicos, o género
Bothrops foi responsavel por 94%, seguido pelos géneros Crotalus (4.0%), Lachesis
(1,1%) e

Micrurus (1,0%), sendo a letalidade 2.6%. Em 1986, dos 1.358 acidentes
registrados, Bothrops continuou sendo o género responsavel pelo maior percentual de
acidentes e 6bitos (94% e 62%, respectivamente) (Rodrigues er al., 1988). Segundo Carmo
(1994), a freqiiéncia de 6bitos observada durante este periodo refletiu a chamada "crise do
soro antiofidico” que o Brasil sofria, devido ao fechamento de um dos laboratérios
produtores de soros, levando a um déficit na produgdo nacional de imunobiol6gicos.
Estudos realizados por Carmo et al. (1995) demonstraram que nos anos de 1991 e 1992, os
acidentes por Bothrops continuaram com um maior percentual (83,5% e 84,5%), seguidos
por Crotalus (6,3% e 4%), Lachesis (1% e 0,9%) e Micrurus (0,8% e 0,7%). Houve, no

entanto, uma diminuigio na letalidade (1,1%).

O Centro de Informagdes Antiveneno da Bahia, registrou no ano de 1999, 2.535
acidentes ofidicos (incluindo as n#o pegonhentas) na Bahia, dos quais 84% deles.

provocados pelo género Bothrops (Bahia, 1999).

As jararacas habitam, de preferéncia, ambientes timidos (como matas e areas
cultivadas), locais de proliferagio de roedores (paiois, celeiros, depdsitos de lenha, etc.),
zonas rurais e periferia de grandes cidades. Tém habitos noturnos ou crepusculares e sdo
consideradas as serpentes mais agressivas encontradas no Brasil, quando se sentem
ameagadas, disferindo botes sem produzir ruidos (Puorto, 1992; Brasil, 1999). O veneno
botrépico apresenta 3 agdes principais (proteolitica, coagulante e hemorragica). Estas
atividades sdo responsaveis por causar em vitimas humanas, manifesta¢des locais como dor
¢ edema, acompanhado ou nio de equimose, necrose e abscesso, que podem levar a
amputagdo do membro atingido. Além disso, podem provocar manifestacdes sistémicas,

com alteragdes da coagulagdo sangiiinea, sangramento ou hemorragia, choque e
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nsuficiéncia renal (Ribeiro & Jorge, 1990). Podem ocorrer nduseas, vomitos, sudorese,

hipotensdo arterial e, mais raramente choque (Brasil, 1999).

Algumas espécies deste género apresentam maior importincia por sua ampla
distribui¢do geografica como por exemplo, B. atrox (principalmente na regido Norte), B.
moojeni (Brasil Central incluindo as regides Centro-Oeste, Sudeste ¢ Sul), B. jararaca
(regides Sul, Sudeste ¢ Sul da Bahia) e B. erythromelas e B. leucurus (principalmente na
regido Nordeste) (Brasil, 1999).

A serpente Bothrops leucurus (Figura 1) é conhecida popularmente na Bahia,
quando filhote, como jararaca-do-rabo-branco e/ou caigaca, € quando adulta, como malha-
de-sapo, cabega-de-capanga, jaracugu, jararacugu, jaracugu-de-quatro-ventas, caigaca,
patrona e/ou jararaca. Ocorre no Nordeste e Sudeste do Brasil, do estado do Ceara at¢ 0
Espirito Santo, em ambientes de clima imido (60 a 20 mm), {imido a sub-timido (20 a 0
mm) e seco a sub-tmido (0 a -20 mm) (Porto & Teixeira, 1995; Lira-da-Silva et al., 1996a;
Duarte ef al., 2000). A sua faixa de distribuigdo vertical na Bahia vai do nivel do mar (na
Regido Metropolitana do Salvador) até cerca de 472 m (no Chapaddo Ocidental do Sdo
Francisco). Lira-da-Silva et al. (1996a) assinalam a ocorréncia desta espécie em
praticamente todas as regioes do estado da Bahia, com excegdo do vale Sanfranciscano,

caracterizado por ambiente exclusivamente de caatinga.

E uma espécie terricola, de médio porte (250-1840 mm) e a composi¢ao da
dieta caracteriza-se por lagartos (Cnemidophorus sp, C. ocellifer, Phylopezus sp, P.
policaris, Tropidurus sp, T. hispidus e Teiidae) e anfibios (Hylidae e Anura) como alimento
preferencial dos filhotes e roedores (Muridae) dos adultos. Nos jovens machos, a parte
distal da cauda branca ou amarelada, indica o uso de engodo caudal, para atrair presas
insetivoras como lagartos e anfibios, sendo portanto facil a distingdo sexual nesta fase do
desenvolvimento, ja que as fémeas possuem a ponta da cauda de coloragdo cinza (Lira-da-

Silva et al., 1996b).
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Figura 1: Bothrops leucurus WAGLER, 1824.

Seu veneno caracteriza-se por conter 89,9% de proteina, alto conteudo de
metais como Zn, Ca, Cl, Cr, Na e Se e quantidades média de K, Sb e Br (Lira-da-Silva et
al., 1996c; Vasconcelos et al., 1996). Apresenta alta atividade fibrinogenolitica,
proteolitica, hemorragica e edemaciante e baixa atividade coagulante quando comparado
com B. jararaca (veneno referéncia nacional para produgdo de soros anti-botrdpicos)

(Sanchez ef al., 1992; Lira-da-Silva et al., 1996¢).

Na Regido Metropolitana de Salvador, Bothrops leucurus é a principal espécie
causadora de acidentes (Lira-da-Silva & Nunes, 1993: Lira-da-Silva et al., 1994; Lira-da-
Silva, 1996). Esta serpente determina uma alta freqiiéncia de sinais locais (dor, edema e
necrose), alteragSes hematolégicas e da coagulagdo, hemorragias, altera¢des renais, bem
como disturbios neurolégicos (visdo turva, tremores, cefaléia e tontura), raros em acidentes

botrdpicos.

Introducio
38



39

3. OBJETIVOS



3.1. OBJETIVO GERAL:

e Estudar os principais efeitos farmacologicos do veneno da serpente Borhrops

leucurus, considerando possiveis variagdes geograficas e sexuais.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Caracterizar bioquimicamente o veneno de B. leucurus, especificamente

quanto a dosagem protéica, perfil cromatografico e eletroforético:

e Caracterizar as atividades biolégicas do veneno da serpente B. leucurus,
especificamente as atividades toxica, proteolitica, hemorragica, necrosante, pro-coagulante,

coagulante, fibrinolitica, edemaciante e miotoxica;

e Caracterizar os efeitos do veneno de B. leucurus sobre a juncao

neuromuscular de mamiferos;

e Caracterizar as atividades imunoquimicas do veneno da serpente B. leucurus,

especificamente utilizando ELISA e Westernblot;

e Avaliar o grau de soroprote¢do conferido pelos anti-venenos produzidos no
Brasil e anti-veneno especifico para B. leucurus produzido na Argentina, frente ao veneno

desta serpente.
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4. JUSTIFICATIVA



4.1. A IMPORTANCIA DO ESTUDO REGIONALIZADO DO VENENO DE
SERPENTES:

O ofidismo tem se constituido ao longo destes anos, como um problema de
saude publica nos paises em desenvolvimento ou subdesenvolvidos, dada a incidéncia, a
gravidade e as seqiielas que causam (Barraviera, 1993; Brasil, 1999). Estas seqiiclas
variam de acordo com a propor¢do e gravidade do caso, devido a agdo destruidora dos
tecidos causada pelo veneno, principalmente de serpentes dos géneros Bothrops e
Lachesis. Neste caso, o veneno de muitas espécies tem a habilidade para causar, em
adicdo a um grande numero de efeitos toxicos sistémicos, alteragdes surpreendentes no
local da picada, deixando varidveis graus de danos ao tecido (Ohsaka, 1979, apud
Lomonte, 1994). Os principais efeitos locais decorrentes da a¢ao do veneno das serpentes
sdo hemorragia, mionecrose e edema. A magnitude destes efeitos depende do tipo do
veneno, da via de inoculagdo e dose de veneno injetada. Em casos graves, o dano tecidual
pode deixar sérias seqiielas com perda tecidual permanente, incapacidade € amputagdo
(Rosenfeld, 1971; Nishioka & Silveira, 1992; Ho e al., 1986 e Kerringan, 1991, apud
Lomonte, 1994).

Sabe-se hoje, que o veneno compreende uma mistura complexa de diversas
enzimas proteoliticas e diversos peptideos com ag@o sobre os sistemas circulatorio,
respiratorio, excretor e nervoso; seu estudo tem revelado substincias promissoras em
terapéutica, sendo considerado importante meio para atingir fins relevantes na area da
medicina, farmacologia e fisiopatologia. No entanto, das espécies que ocorrem no
Nordeste, pouco se sabe; as Instituigdes que se situam no Centro-Sul do Pais (Instituto
Butantan, Fundagdo Ezequiel Dias e Instituto Vital Brazil) detém tradicionalmente as
investigacdes sobre as pegonhas e tém ao longo do tempo, contribuido nacional e
internacionalmente no que diz respeito aos soros anti-venenos e aos produtos derivados

do préprio veneno aproveitados na industria farmacéutica.

Os estudos regionalizados sobre os diversos tipos de veneno s3o escassos.
Alguns venenos botropicos como B. jararaca e B. atrox tem sido extensivamente
estudados (Hofmann & Bon, 1987; Mandelbaum er al., 1988; Kamiguti & Cardoso,

1989), no entanto, devido a escassez de grupos de trabalho na regido Nordeste do pais,
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alguns venenos de suma importdncia epidemiolégica (B. leucurus) e que podem ser
fontes de proteinas que permitam o desenvolvimento de novas drogas (B. bilineata, B.
leucurus e B. pirajai), foram escassamente pesquisados. Ressalta-se os estudos que estdo
sendo realizados em Pernambuco com B. erythromelas, pelo grupo da Dr.? Miriam

Camargo Guarnieri.

Dessa maneira, o estudo e caracterizagio do veneno de B. leucurus podera
auxiliar a classificagdo taxindmica, distribuicio geografica e tratamento de acidentes,
possibilitar conhecimento necessario ao desenvolvimento de novas drogas, além de
resgatar a lacuna no conhecimento do veneno desta serpente. Isso ndo sé revertera como
auxilio no tratamento dos acidentes, como possibilitard o conhecimento necessirio ao
mnicio dos processos de purificagdo de toxinas, uteis no entendimento dos mecanismos
fisiolégicos envolvidos na coagulagdo sangiiinea, inflamacdo, hemorragia, além do
possivel desenvolvimento de drogas anti-trombéticas, coagulantes, hipotensoras ou como

reagentes de diagnostico.

42. A IMPORTANCIA DO ESTUDO DA VARIACAO DO VENENO DE
SERPENTES:

A variagdo no veneno de serpentes foi observada pela primeira vez em casos
clinicos na antigiiidade, atribuida a fatores extrinsecos. Aristoteles em “Historia
Animalium” acreditava que o calor era um fator que predispunha a um aumento na
toxicidade do veneno de viboras, quando comparado com os envenenamentos na Grécia e

Norte da Africa, mas a descri¢do das espécies nunca foi dada (Chippaux ef al., 1991).

Quanto as variagdes intraespecificas, Ambroise Pare, em 1607 (apud Furtado,
1987), emitiu a opinido de que a toxicidade do veneno de vibora deveria ser dependente
de varios fatores, notadamente localidade, temperatura, grau de umidade, estagio do ano

e alimentagdo.

O veneno das serpentes é uma mistura complexa de componentes que tém

uma diversidade de atividades sobre a presa e em vitimas humanas. Estes componentes
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representam principalmente proteinas biolégicamente ativas, com fungdo primaria de
matar, imobilizar a presa e também auxiliar na digestdo. Nesse sentido, cada populag¢ao
de serpente poderd ter uma necessidade particular e a mistura proporcional dos
componentes ¢ suas atividades, sera em parte, determinada pelo tipo de presa
preferencial. A necessidade da especializa¢do do veneno pode ocorrer independentemente
da variacdo morfolégica e pode conter uma variedade de agdes: neurotoxica,
cardiotoxica, miolitica, coagulante, hemostatica, nefrotoxica e hepatotoxica (Chippaux ef
al., 1991).

Segundo Sasa (1999), o fato do veneno ter um duplo papel de matar e digerir
a presa, bem como as diferengas geograficas na composi¢do da pegonha, podem refletir
adaptagdes para presas locais diferentes. Além disso, outras forgas evolutivas que ndo a
selecdio sobre as presas locais, podem também ser a causa da varia¢do interpopulacional

do veneno.

A variagio na composi¢do do veneno de serpentes existe e os médicos
apontam-na nos achados clinicos. Por exemplo, a sintomatologia e gravidade dos
acidentes provocados por B. leucurus, demonstram que a variagdo sexual e ontogenética
parecem ser importantes para esta espécie, ja que os acidentes diferem marcadamente
dentro da mesma populagio, onde as fémeas provocaram acidentes mais graves que
machos (17,7% e 9,6%, respectivamente) e adultos determinaram uma gravidade maior
que filhotes (22,4% e 7.,6%, respectivamente) (Lira-da-Silva, 1996, Lira-da-Silva &
Carvalho, 1998, 1999). Para alguns autores (Willemse, 1978; Vieira ef al., 1988; Adame
et al., 1990; Gutierrez, et al., 1990; Chippaux ef al., 1991; Williams & White, 1992;
Santos et al., 1993; Daltry et al., 1996a, 1996b; Wiister et al., 1998; Sasa, 1999), a
questdo da variagdo do veneno de serpentes tem sido estudada de muitos dngulos e tem
sido relatadas mudangas de acordo com a idade, origem geogrifica, sexual, sazonal,
habitat, dieta, coloragio do veneno e até mesmo com O método de sua extragdo €
estocagem, além de condigdes de alimentago, saide e manutengdo do animal em
cativeiro. No entanto, a maioria concorda que a composi¢do da pegonha tem controle

genético bastante importante.

]
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Segundo Kochva (2000), o problema da regulacdo do desenvolvimento das
glandulas de veneno e secrecdo de enzima/toxina, ainda ndo estd resolvido. Varias
glandulas tém genes reguladores comuns com outros sistemas ¢ que influenciam

diferentes 6rgdos e seu desenvolvimento.

Uma das perguntas exploradas neste trabalho foi a seguinte "Existe varia¢do
regional e sexual na toxicidade, perfil cromatografico e eletroforético e nas atividades

biolégicas do veneno da espécie Bothrops leucurus?".

Os achados desta pesquisa terdo implicagdes importantes na terapia do
ofidismo. A variagio na composi¢do de venenos de serpentes pode influir nas
propriedades imunologicas e tornar possivel a produg¢do de um anti-veneno mais efetivo
contra estas pegonhas. E necessario que seja mantido um plantel que contemple espécies
de serpentes procedentes de diferentes regides, machos e fémeas, além de filhotes e
adultos.

Terapéuticamente, permitird um tratamento mais eficaz nas vitimas picadas,
com a utilizagdo de soro especifico e terapéutica sintomdtica apropriada, pelo
reconhecimento e caracterizagio do envenenamento provocado pela espécie de

determinada regido, idade, sexo, etc.

Importante também na preparagdo de fragdes farmacologicamente ativas dos
VEnenos secos como instrumento para a pesquisa, ja que € essencial que sejam escolhidos
Venenos que sejam ricos em componentes de interesse, 0 que aumentara o sucesso da
pesquisa pela selecdo de grupos que naturalmente sintetizem altas quantidades destes
componentes farmacoldgicos.
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A variagdo intra e interespecifica do veneno pode ter um impacto importante
na pesquisa bésica e no tratamento de acidentes, pela selegdo do antiveneno apropriado
que neutralize os efeitos farmacologicos e enzimaticos desta toxinas (Gutiérrez et al.,

1980 e Otero et al., 1995, apud Sasa, 1999).

Finalmente, a importancia da variagdo dos venenos se estende para a
zoologia, no estudo das relagdes filogenéticas de serpentes em nivel de espécies €

subespécies e também para a quimica dos venenos.

4.3. A IMPORTANCIA DO ESTUDO DA CAPACIDADE NEUTRALIZANTE
DOS ANTIVENENOS COMERCIAIS, FRENTE AO VENENO DE
SERPENTES:

Os envenenamentos humanos por picadas de serpentes constituem um
problema de saude publica na América. O soro antiofidico foi descoberto em 1894 pelos
franceses Phisalix & Bertrand, mas deve-se ao também francés, Calmette, no mesmo ano,
a autoria da preparagdo do primeiro soro no Instituto Pasteur (Brygoo, 1982). No entanto,
a especificidade do antiveneno, foi descoberta memoravel do brasileiro Vital Brazil
Mineiro da Campanha em 1911, apresentada em seu trabalho classico “A defesa contra o
ofidismo” (Brazil, 1911).

Desde esta época, varios paises tem empreendido na producdo de anti-
venenos de origem eqiiina para atender este problema sanitario (Chippaux & Goyffon,
1983 apud Gutiérrez, 1990). Classicamente, como parte do controle da qualidade a que
sio submetidos estes anti-venenos, ¢ analisada sua capacidade para neutralizar o efeito
letal dos venenos de cada regido, mediante uma prova de laboratorio, onde o veneno €
anti-veneno sdo incubados previamente a sua administragdo em ratos (OPS, 1977 apud
Gutiérrez, 1990).

O complexo de alteragdes produzidas pelos venenos de serpentes gera a
necessidade de avaliar a capacidade dos anti-venenos para neutralizar diversos efeitos

farmacologicos e ndo somente a letalidade (WHO, 1981).
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Estudos de reatividade cruzada por exemplo, prestam-se seguramente para
determinar  similaridades antigénicas entre as proteinas de diferentes venenos de
serpentes, quando o antiveneno de uma espécie neutraliza parcialmente as atividades do
veneno de outras espécies. Uma das aplicagdes mais populares dos resultados obtidos da
reatividade sorolégica cruzada ¢, sem duvida, sua aplicagio em estudos de filogenia e
evolugdo das serpentes. Como é bem conhecido que a relagdo entre as serpentes
venenosas ainda ndo esta bem caracterizada, existem algumas tentativas de determinar a
filogenia das serpentes com base nas sequiéncias de proteinas conservadas do veneno, tais
como a PLA,, neurotoxinas e citotoxinas. Este tipo de andlise assume que proteinas
relacionadas evoluiram por divergéncia de uma proteina ancestral simples, podendo-se
inclusive estimar o tempo em que ocorreu a convergéncia entre duas espécies, por
exemplo (Berger & Bhatti, 1989).

Para estes estudos assume-se que o grau de reatividade cruzada esti
diretamente relacionado com a distancia evolutiva entre as serpentes estudadas. No
entanto, alguns estudos mostram que este tipo de conclusio evolutiva pode ndo ser
valido. A composi¢do do veneno de Bothrops atrox, por exemplo, varia de individuo para
individuo, dependendo da idade e os componentes da pe¢onha de Crotalus atrox podem

variar de uma 4rea geografica para outra (Berger & Bhatti, 1989).

No periodo de 1985 a 1987, a Bahia apresentou a maior incidéncia de
acidentes ofidicos registrados no Pais, assim como o maior percentual de obitos, devido a
crise da escassez de soros especificos e as alteragdes ecolégicas provocadas pela
construcd@o de barragens em éreas extensas do Estado. Foi ainda registrado que diferentes
regides da Bahia, apresentavam caracteristicas particulares no seu padrdo de acidentes
ofidicos, sendo que de maneira geral, o género Bothrops foi responsavel pela maioria dos
envenenamentos (94%) e Gbitos (62,5%) (Rodrigues ez al., 1988). A este respeito, Lira-
da-Silva & Nunes (1 993), Lira-da-Silva ef al. (1994) e Lira-da-Silva (1 996) relataram que
na Regido Metropolitana de Salvador, Bothrops leucurus é a principal espécie causadora
de acidentes, ao lado da Bothrops neuwiedi lutzi (Lira-da-Silva ef al., 2000b) e B.

Jararaca.
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Uma outra pergunta explorada neste trabalho foi a seguinte "Os soros
antibotropico-crotalico produzidos pelo Instituto Butantan. Instituto Vital Brazil e
Funda¢do Ezequiel Dias neutralizam de maneira mais eficaz o veneno da espécie
Bothrops leucurus comparado com o soro anti-Bothrops leucurus do Instituto Carlos

Malbréan (Argentina)?".

O veneno de B. leucurus ndo consta no pool de venenos para a preparagio de
soros anti-ofidicos produzidos comercialmente no Brasil, sendo utilizado um pool de

cinco espécies: B. jararaca, B. alternartus, B. jararacussu, B. moojeni € B. neuwiedi.

Deve-se entdo avaliar se as doses recomendadas pelo CIAVE sdo altas por
conta do baixo poder neutralizante do anti-veneno produzido ou por outros fatores tais
como dificuldade no acesso aos postos de saide, demora no atendimento médico,
precarias condi¢des de cuidado ao paciente, entre outros, que possam Ser responsaveis
pelo alto percentual de acidentes moderados a graves e coeficiente de letalidade dos

acidentes botrépicos.
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5. METODOLOGIA



5.1. O VENENO:

O veneno da serpente B. leucurus foi obtido pelo método de pressdo manual
das glandulas dos animais (Belluomini, 1968), mantidos em cativeiro no Laboratério de
Animais Pegonhentos (LAP — Departamento de Zoologia, Instituto de Biologia da
Universidade Federal da Bahia). As amostras de veneno foram secas em dessecador a

vacuo, pesadas em balanga analitica, enfrascadas e mantidas a -20° C.

Foram utilizadas 4 amostras incluindo os seguintes “pools” de veneno: pool 1:
veneno de 4 serpentes procedentes da Regido Metropolitana do Salvador (RMS), pool 2:
veneno de 11 serpentes procedentes da regido Sul/Sudeste Baiano (SB), pool 3: veneno de

5 serpentes machos e pool 4: veneno de 4 serpentes f€meas (Tabela 1).
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Tabela 1: Lista das procedéncias das serpentes Bothrops leucurus cujos venenos compdem
as amostras: pool/ 1 (Regido Metropolitana do Salvador — RMS), pool 2
(Sul/Sudeste Baiano — SB), pool 3 (Machos - ©) e pool 4 (Fémeas — D) e seus
respectivos registros (Rg) no Laboratério de Animais Pegonhentos, Instituto de

Biologia/UFBA (LAP/UFBA).
Amostra de veneno Registro no LAP/UFBA Procedéncia
950 Cabula, Salvador, Bahia
RMS 1296 Fazenda Grande, Salvador, Bahia
1824 Cabula, Salvador, Bahia
1830 Simées Filho, Bahia
1431 Camamu, Bahia
1443 Camamu, Bahia
1464 Camamu, Bahia
1468 Camamu, Bahia
1469 Camamu, Bahia
SB 1807 Valenga, Bahia
1808 Valenca, Bahia
1809 Valeng¢a, Bahia
1810 Valenga, Bahia
1812 Valenga, Bahia
1814 Valenga, Bahia
1147 Alagoinhas, Bahia
1148 Mata de Sao Jodo, Bahia
3 1431 Camamu, Bahia
2044 Vera Cruz, Itaparica, Bahia
2455 Eundpolis, Bahia
1148 Mata de Sao Jodo, Bahia
Q 1836 Simdes Filho, Bahia
2682 Centro Industrial de Aratu, Simées Filho,
Bahia
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5.2. OS ANTI-VENENOS:

Os anti-venenos utilizados neste trabalho foram: I) Soro antibotropico-crotalico
produzido no Instituto Butantan (lote 9810123/A, validade 19/10/2001); II) Soro
antibotrépico-crotalico produzido no Instituto Vital Brazil (lote 981103, validade
novembro/2001); III) Soro antibotrépico-crotalico produzido na Fundagdo Ezequiel Dias
(lote 960821-42, validade 28/09/2001) e IV) Soro anti-Bothrops leucurus produzido em
janeiro/2000 no Instituto Carlos R. Malbran, Argentina.

5.3. OS REAGENTES:

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico.

5.4. OS ANIMAIS-TESTE:

Foram utilizados como animais-teste, machos de camundongos albinos cepa
CF-1 (Mus musculus) de 18-22 g (para os testes de atividade toxica, segundo Meier &
Theakston, 1986, miotdxica e suas respectivas provas de soroneutralizagio) e ratos Wister
(Rattus ratrus) de 200 a 250 gramas (para os testes das atividades hemorragica, necrosante
e suas respectivas provas de soroneutralizagio), mantidos em biotério apropriado do

Instituto Malbran com agua e ragéo, ad libitum e em periodo de luzde 6 a 18 h.

Foram utilizados como animais-teste, machos de camundongos albinos
(Mus musculus) de 18-22 g (para os testes de atividade toxica - segundo Weil, 1953,
edemaciante, defibrinogenante, hemorragica e necrosante) € 25-35 g (para as preparagdes
nervo frénico diafragma e diafragma cronicamente desnervado de camundongo), fornecidos
pela Central de Bioterismo (UNICAMP) e no Biotério Central da Universidade Federal de

Pernambuco, mantidos com agua e ragao, ad libitum e em periodo de luzde 6 a 18 h.
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5.5. CARACTERIZACAO BIOQUIMICA:
5.5.1. Dosagem Protéica:

O Contetdo protéico do veneno de B. leucurus foi determinado pelo método de
Lowry et al. (1951), modificado por Miller (1959). Um (1) ml de reagente de tartarato de
cobre (Na,CO; 10%, NaOH 0,5M, CuSO, 5%) de sédio e de potéssio 1%, na propor¢io de
100:1:9, respectivamente, foi adicionado a 0,2 ml das amostras nas concentracoes de 67,5,
125, 250 e 500 pg/ml, mantendo-se & temperatura ambiente por 10 minutos. Em seguida,
adicionaram-se 3 ml de reagente de Folin Ciacateau 0,17N, incubando-se a mistura a 50°C
por 10 minutos. Ap6s resfriamento, determinaram-se as densidades opticas a 650 nm. Para

a estimativa da concentragéo protéica, a albumina foi utilizada como padrao.

5.5.2. Determinacio do Perfil Cromatografico:

Para analise da massa molecular das fracdes protéicas dos venenos de Bothrops
leucurus procedentes da RMS, SB, machos e fémeas, em sistema de tampao nio
desnaturante, as amostras foram submetidas cromatografia de exclusio molecular em

equipamento Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC), Pharmacia Biotech.

Foram aplicados 200 pl de cada amostra de veneno (8,5 mg/0,4 ml, diluidos em
tampao) em coluna de Superdex 75HR 300 x 10 mm (Pharmacia), equilibrada e eluida com
tampao acetato de sédio 0,01M, pH 5,9 e utilizando para eluigdo fluxo 0,40 ml/min. Foram

observados apenas os perfis de cada veneno.

Este experimento foi realizado no Laboratério de Ionologia do Dr.° Juan Vidal,

Museo Argentino de Ciencias Naturales “Bernadino Rivadavia”.
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53.5.3. Eletroforese SDS-PAGE:

A eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS foi realizada com o objetivo
de definir os padrdes protéicos das amostras do veneno de Bothrops leucurus procedentes

RMS, SB, machos e fémeas, de acordo com o método de Laemmeli (1970).

O SDS-PAGE em gel de acrilamida de 12,5%, pH 8.8, foi realizado em placas
de vidro utilizando gel de concentragdo 2,5% em tampdo Tris-HCl (0,5M, pH 6.8) ¢
gel de separacdo em tampao Tris-HCL pH 8,8, nas propor¢des dos reagentes: Acrilamida,
Bisacrilamida, Tris-HCI 0,5M pH 6.8, Tris-HCI 0,5M pH 8,8, SDS 12,5%, Sacarose, Agua
destilada, TEMED (N,N,N’,N" Tetrametil etilenodiamida) e Persulfato de aménio a 10%.

Foram aplicadas em cada pogo 20 pul das amostras de veneno diluidas em uma
concentragdo de 2 mg/ml A separagdo foi feita utilizando uma amperagem de 20 mA e
voltagem de 150 V. Como amostras padrdo utilizaram-se o veneno da cascavel Crotalus

durissus terrificus e das jararacas Bothrops alternatus, B. moojeni, B. asper e B. neuwiedi.

Depois da separagdo eletroforética, os géis foram corados com Coomassie
Brillant Blue R250 (Bio Rad) 0,25%, metanol 50% e acido acético 12%, por 48 horas a

temperatura ambiente. O descorante utilizado foi o 4cido acético 2% e metanol 5%.

5.6. CARACTERIZACAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS:
5.6.1. Atividade Toxica:

A atividade toxica do veneno foi avaliada pela determinacdo da DLso e seus
limites de confianca (95%) em camundongos machos (18-22 g), segundo Weil (1953).
Diferentes concentra¢gdes do veneno (16, 24, 36, 54 e 81 mg/kg) foram dissolvidas em
0,85% de NaCl, inoculadas por via intravenosa, em um volume de 0,5 ml e as mortes foram
anotadas apés um periodo de observagdo de 24 h. Foram utilizados seis animais para

cada dose.
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A toxicidade foi também avaliada segundo o método de Meier & Theakston
(1986), utilizando-se camundongos (cepa CF-1, 18-22 g, n = 10 animais). Foram injetadas
intraperitonealmente doses 2,5 a 40 pg do veneno de serpentes Bothrops leucurus
procedentes da RMS, SB, machos e fémeas, dissolvido em 0,85% de NaCl (0,15M) e o
tempo de morte, depois da inje¢do de veneno, foi medido. A DLs, intraperitoneal foi
calculada a partir da representagdo grafica da dose em fungdo da [dose/tempo de morte]. A
analise por regressdo linear se efetuou utilizando o Software Prisma (Graf Pad Software,
Inc. San Diego, Califérnia, U.S.A.).

5.6.2. Atividade Proteolitica sobre Caseina:

A atividade proteolitica do veneno de B. leucurus foi determinada pelo método
de Lomonte & Gutiérrez (1983), que preconizaram a utilizacdo da caseina como substrato.
Determinadas concentrages de veneno (50, 100, 150, 200, 300 e 400 pg/ml) foram
incubadas com 2 ml de caseina 1%, em tampéo fosfato 0,1M, pH 8.0 por 30 minutos
37°C. A reacio foi interrompida pela adi¢do de 4 ml de 4cido tricloroacético 5% e apos
30 minutos, a temperatura ambiente, o precipitado foi removido por centrifugagio a
4500 rpm, durante 15 minutos. Os produtos 4cido-soliiveis foram quantificados por
absorbancia em 280 nm e a atividade caseinolitica especifica, expressa em atividade por mg

de veneno (U/mg).

5.6.3. Atividade Hemorrigica:

A atividade hemorrégica foi determinada segundo a técnica descrita por Kondo
et al. (1960), pela medigdo, com paquimetro (0,05 mm de precisdo), da drea hemorragica
produzida pelo veneno na pele de ratos (cepa Wister, 200-250 g, 4 animais por dose).
Foram injetadas intradermicamente doses de 12,5, 25, 50, 100, 200 e 300 pg do veneno de
serpentes Bothrops leucurus procedentes da RMS e SB, em um volume de 100 ul da
concentragdo de veneno diluido em NaCl 0,15M. Trés horas depois do inéculo, os animais
foram sacrificados com éter etilico, a pele, previamente depilada, foi retirada e estendida

entre placas de vidro e a area hemorragica medida.
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A Dose Minima Hemorragica (DMN) foi considerada como a menor
quantidade de veneno necessaria para produzir uma édrea hemorragica de 10 mm de

didmetro, 3 h ap6s o indculo.

Esta atividade foi também testada utilizando-se o método de Kondo et ai.
(1960), modificado por Theakston & Reid (1983). Grupos de 6 camundongos (20-25 g)
foram inoculados, no dorso previamente depilado, por via intradérmica, com diferentes
doses de veneno (300, 600, 900, 1200 e 1500 pg/ml), sem separagdo por pools. A
hemorragia foi quantificada pelo produto das medidas transversal e longitudinal da lesao e
a partir dai, determinou-se a atividade hemorrdgica especifica (AHE), expressa em

atividade por mg de veneno (U/mg).

A atividade hemorragica foi quantificada ainda, pelo método de de Roodt et al.

(2000), pela dosagem do conteudo de hemoglobina presente na area hemorragica.

Trés horas depois do indéculo, os animais foram sacrificados ¢ a érea
hemorragica da pele foi retirada e estocada em tubo de ensaio de 10 ml, contendo solugéo
fisiolégica (NaCl 0,15M). As amostras permaneceram por 72 horas a -4°C. Apos este

periodo as peles foram retiradas, as solugdes foram centrifugadas, por 15 minutos, a 1500

Tpm.

Os sobrenadantes foram cuidadosamente retirados e a quantidade de
hemoglobina foi medida em espectofotometro Metrolab M1700 V1.05R, a densidade ptica
de 550 nm. O calculo da quantidade de hemoglobina (Hb) liberada na area
hemorragica (Absorbancia 550 nm), segundo a dose de veneno (ug), foi obtida por analise
de regressio linear da curva padrdo, onde se utilizou o Software Prisma (Graf Pad
Software, Inc. San Diego, Califérnia, U.S.A.).
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5.6.4. Atividade Necrosante:

A atividade necrosante foi determinada pelo inéculo de diferentes
concentragdes (12,5, 25, 50, 100, 200 e 300 pg) de veneno de serpentes procedentes da
RMS e SB, intradermicamente no dorso de ratos (cepa Wister, 200-250 g, 5 a 4 animais por
dose), previamente depilados, segundo Theakston & Reid (1983). Apés 72 horas, a pele dos
animais foi retirada, estendida entre placas de vidro e a area necrética medida com
paquimetro (0,05 mm de precisdo). A Dose Minima Necrosante (DMN) foi considerada
como a menor quantidade de veneno necessaria para produzir uma drea necrética de 10 mm

de didmetro, 72 h apés o inéculo.

Esta atividade foi também avaliada utilizando-se 0 mesmo método, com a
diferenca de que foi testada em grupos de 6 camundongos (20-25 g), que foram
inoculados, no dorso previamente depilado, por via intradérmica, com diferentes doses de
veneno (300, 600, 900, 1200 e 1500 ug/ml), sem separagdo por pools. A necrose foi
quantificada pelo produto das medidas transversal e longitudinal da 4rea necrdtica e a
partir dai, determinou-se a atividade necrosante especifica (AHE), expressa em atividade

por mg de veneno (U/mg).

5.6.5. Atividade Edemaciante:

A capacidade do veneno de induzir edema foi quantificada pelo método de
Yamakawa et al. (1976), modificado por Sanchez ef al. (1992), pela determinacgdo da DEs,

que corresponde a dose de veneno que produz um aumento de 30% no peso da pata.
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Grupos de 6 camundongos (18-22 g), foram inoculados com diferentes doses de
veneno (5, 10, 20, 30, 40 e 80 pg/ml), sem separacdo por pools, em uma das patas
posteriores € com salina na pata contralateral. Quinze minutos ap6s o indculo, os animais
foram sacrificados, as patas cortadas na altura da articulagdo e pesadas em balanca
analitica. A percentagem de aumento de peso da pata causada pelo edema, foi calculada

pela expressao:

E = (Pe — Pc)/Pe x 100,

Onde (E) corresponde a percentagem de edema, (Pe) ao peso da pata
experimental (veneno) e (Pc) ao peso da pata controle (salina).

5.6.6. Atividade Pré-coagulante:

A atividade pro-coagulante foi avaliada pela determinacdo da dose minima
coagulante (DMC), definida como a dose de veneno que produz a coagulag¢do do substrato
em 60 segundos. Utilizou-se solugdo de fibrinogénio bovino (DMC-F), segundo o método
de Theakston & Reid (1983). A solugdo de fibrinogénio (20 mg/ml em volume de 0,20 ml
por tubo e pré-aquecida a 37°C), foram adicionados 0,50 ml de diferentes
concentra¢des de veneno (25, 50, 100, 200 e 400 pg/ml), procedentes da RMS e SB,
machos e fémeas. Os tempos de coagulagio foram determinados por cronémetro (Agat 15

Jewels), quando da formagdo do coagulo.
UNICAMY
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A atividade coagulante foi avaliada pela determinagdo da Dose Minima

5.6.7. Atividade Coagulante:

Coagulante sobre o Plasma (DMC-P), definida como a dose de veneno que produz a

coagulagao do substrato em 60 segundos.
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Foi utilizado o plasma humano citratado, segundo o método de Theakston &
Reid (1983). Amostras de plasma humano citratado (1 ml de citrato de sédio 3,8% para 9
ml de sangue), em volume de 0,3 ml, pré-aquecidas a 37°C, foram incubadas a 0,75 ml nas
concentragdes de 50, 100, 200 e 400 pg/ml, sem separagdo por pools. Apés a adi¢do do
veneno ao tubo contendo o plasma, foi acionado o crondmetro, determinando-se o tempo de

coagulac@o (formagdo da rede de fibrina) de cada amostra.

5.6.8. Atividade Fibrinolitica ou Anti-coagulante:

A atividade fibrinolitica ou defibrinante ou anti-coagulante foi determinada
utilizando-se o método de Theakston & Reid (1983). Camundongos (18-22 g) foram
inoculados com diferentes concentragdes de veneno (15, 23, 51 e 77 ug/ml), sem separacgao
por pools, por via endovenosa caudal. Uma hora apos o in6culo do veneno, o sangue dos
animais foi coletado pelo plexo ocular e determinada a Dose Minima Defibrinante (DMD),
definida como a menor dose de veneno capaz de tornar o sangue incoagulavel, 1 hora apés

a inje¢do do veneno.

5.6.9. Atividade Mioté6xica:

O grau de lesio muscular causado pela acdo do veneno de B. leucurus
procedentes da RMS e SB foi estudado por meio da determinagdo da enzima creatina
quinase (CK) no musculo de camundongos (cepa CF-1, 18-22 g), segundo o método de
Gutierrez et al. (1980) utilizando o “kit” UV otimizado (IFCC) para a determinacdo de CK

em soro ou plasma.

Injetaram-se 0,5 ml de uma concentragdo de 100 ug de veneno, no musculo
gastrocnémio direito, intra-muscular, de 2 camundongos para cada amostra de veneno.
Quatro horas apds o indculo, os animais foram anestesiados com éter etilico e feita a
sangria pelo coragdo. Colocou-se 1 ml de sangue em Ependorff e deixou-se em banho-
maria por 2 horas. Apds, centrifugou-se a 1000 rpm & 25 minutos, retirou-se o sobrenadante
€ colocou-se em outro Ependorff. A enzima CK foi quantificada em espectofotometro a
uma absorbancia de 550 nm, usando o kit CK-NAC UVI, Wiener lab.
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O céleulo foi feito baseado na média da variagdo da absorbancia por minuto

(A/min) aplicando-se a seguinte formula:

Atividade enziméatica (nmoles/ml/min) = (A A/min x 100) x 1000

6,22 =» valor do NADH em nmoles/min

5.6.10. Atividade sobre a Jun¢io Neuromuscular:

A atividade sobre a jungdo neuromuscular do veneno de B. leucurus foi
avaliada a partir das preparagdes nervo frénico misculo diafragma (NFD) e diafragma

cronicamente desnervado (DCD) isolados de camundongo.

5.6.10.1. Preparacio Nervo Frénico Misculo Diafragma (NFD) de

Camundongo:

Apbs anestesia com hidrato de cloral a 10% (0,3 ml/100g), camundongos
(com 30 g aproximadamente) foram sacrificados pela sec¢do dos vasos cervicais. A
preparagio (musculo diafragma, juntamente com seu nervo motor, O nervo frénico) foi
cuidadosamente retirada segundo a técnica de Biilbring (1946) modificada, colocada em
cuba contendo 5 ml de solugdo Tyrode (com composi¢do em mM de: NaCl 1356501 2,7;
CaCl, 1,8;: MgCl, 0,49; NaH,PO, 0,42; NaHCO; 11,9 e C¢H;206 11,1) e, em seguida,
presa, através dos misculos da costela, por dois ganchos existentes na base da cuba. A
temperatura foi mantida a 37° C e a preparagdo aerada com carbogénio (mistura de 95% de

0; e 5% de COy).

O registro da forca de contragdo muscular, em resposta a estimulos
supramaximais, foi realizado através de transdutor isométrico Load Cell BG-10GM,
acoplado a um fisiégrafo Gould Univelsal Amplifier RS 3400.
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O musculo foi submetido a tensdo constante de S g/cm (por meio de um fio
preso & por¢do tendinosa e ao transdutor isométrico) e a estimulacdo indireta
(nervo frénico), com pulsos Supramaximais, gerados por estimulador S48F (Grass
Instruments), de 0.2 ms de duracdo e 0,1 Hz de frequéncia, por um periodo de 20 minutos
para estabilizagdo. Apos esse periodo, foi adicionado ao banho, o veneno bruto nas
concentragdes de 10, 20, 50, 100 e 200 ug/ml das 4 diferentes amostras, afim de verificar

0s seus efertos.

5.6.10.2. Preparac¢io Misculo Diafragma Cronicamente Desnervado
(DCD) de Camundongo:

Camundongos foram desnervados seguindo-se a técnica descrita por Vital
Brazil (1965) para ratos. Esta técnica consistiu na sec¢do do nervo frénico esquerdo, e para
proceder a desnervagdo, colocou-se o animal anestesiado pelo éter etilico em deciibito
lateral direito, praticando-se uma incisio de aproximadamente 0,5 cm, perpendicular 4 linha
mediana no tergo inferior da regido lateral do térax esquerdo, previamente depilada. A
incisdo compreendeu a pele e a camada muscular delgada que recobre esta regido. Ao longo
do espago intercostal cortou-se entdo, com tesoura, os muisculos intercostais. Com um
bastdo de vidro com extremidade recurvada, prendeu-se o nervo frénico e procedeu-se a sua
sec¢do com uma tesoura, apds sua exposi¢do pelas bordas do corte. Fm seguida, suturou-se
a pele por meio de um ou dois pontos, conforme a extensdo do corte. Decorridos 15 a 20
dias, retirou-se o segmento em leque do hemidiafragma esquerdo e montou-se a preparagdo,
segundo a técnica adotada no caso da preparagdo NFD. A solugdo nutritiva, o volume e a
temperatura do banho, assim como o processo de registro das contra¢des, foram iguais aos
J& descritos anteriormente. Para a estimulagdo elétrica, usou-se os mesmos eletrodos que

serviram a excitagéo direta do musculo na preparacdo NFD.

Fez-se a excitagdo elétrica do diafragma desnervado com pulsos de 2 ms de
duragdo, 0,1 c/s de frequéncia e 30 a2 70 mV de intensidade. A preparacdo foi incubada
com os diferentes pools de veneno de B. leucurus (50 e 100 pg/ml), registrando-se a

contratura por eles provocada.
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A curva dose-resposta da Acetilcolina (Ach) foi realizada antes da adi¢do das
amostras das pegonhas (condi¢do controle) e apds 120 minutos de incubag@o (condigdo-
teste). Apds cada adicdo de Ach, e observacdo da resposta contraturante do diafragma,

procederam-se 3 lavagens da preparagdo com solugdo Tyrode.

5.6.10.3. Alteracdes morfologicas e ultra-estruturais de disfragma de

camundongo (lesGes musculares), em microscopia optica:

Ap6s a retirada da preparagdo segundo as técnicas descritas nos itens 5.6.10.1 e
5.6.10.2., os hemidiafragmas foram colocados em uma placa de Petri, fixados com alfinetes
sobre o fundo preenchido com cera utilidade (uso odontoldgico) e fixados com Bouin
(2 ml de Boiun + 100 pl de 4cido acético). Apos 24 horas nesta solugdo as preparagdes
foram lavadas com agua destilada, afim de retirar o excesso de Bouin € posteriormente

devidamente etiquetadas e conservadas em alcool a 70%.

Apbs a fixagdo, os musculos diafragmas foram desidratados, “over-night”, em
série crescente de 7 baterias de alcool (sendo 1 hora em cada bateria), diafanizados em 2
baterias de xilol e embebidos em 2 baterias de parafina, utilizando-se o Automatic
Tissue Processor/Histokinette 2000%.

A inclusio dos musculos diafragma em parafina, em blocos, foi feita a
temperatura ambiente, utilizando-se o Tissue Embedding Center/Reichert-Jung®. Apés a
confecgdo dos blocos, foram feitos os cortes histolégicos, em micrétomo Leika®

(modelo Jung RM2045), e as secgdes (4 pm de espessura) ficaram em estufa Fabre®.

Apds este procedimento, as sec¢des foram coradas em hematoxilina-eosina
(HE), como a seguir: 10 minutos no xilol, 5 minutos em élcool a 80%, 5 minutos em agua
corrente, 2 minutos em hematoxilina, 7 minutos em lavagem com &gua corrente. 30
segundos em eosina, 3 minutos em 4gua corrente, 5 minutos em alcool a 80%, 5 minutos

em alcool a 90%, 5 minutos em dlcool absoluto e 10 minutos em xilol.

UNICAMP
SIDY IATROAA
Metodolegia SIDLIUTECUA L
67 5 IR
SECAQO CIRCULANT



Apos coloragdo, as ldminas foram montadas colocando-se os cortes nas
mesmas, limpando-se a laminula com xilol, colocando-se balsamo na laminula,
colocando-se a laminula sobre a l4mina, deixando-se secar, limpando-se e colocando-se a

etiqueta de identificacio.

A andlise histolégica das lesdes musculares foi feita utilizando-se Microscopio
optico Leica modelo Microstar IV e as fotomiografias foram tiradas em microscopio Optico
Leica modelo Recichert Polyvar 2. Esta etapa do trabalho foi realizada no Laboratério de
Patologia do Centro de Pesquisas Gongalo Muniz (CPGM/FIOCRUZ).

5.7. CARACTERIZACAO IMUNOQUIMICA:
5.7.1. Elisa;

Realizou-se segundo a técnica descrita por Higashi er al (1989).
Empregaram-se placas de 96 pogos (Corning) sensibilizadas com 100 ul veneno/pogo de
Bothrops leucurus procedentes da RMS, SB, machos e femeas (1.0 pg/ml diluido em
tampao carbonato pH 9,6 forga i6nica 0,1) e incubadas a 4°C por 24 horas. Apés, as placas
foram lavadas com 300 pl de tampio fosfato 10 mM pH 7,4 contendo 0,05% de Tween
20 e 10% de leite desnatado como solu¢do de bloqueio, por 5 vezes. Os pogos foram
incubados (45 minutos a 37°C), sucessivamente, com diluigdes (1:100 a 1:150.0000) de
diferentes antivenenos (anti-Bothrops leucurus do Instituto Carlos R. Malbran,
antibotrépico-crotalicos do Instituto Butantan, Instituto Vital Brazl e Fundagdo Ezequiel
Dias) e uma diluigdo de 1:10.000 de conjugado IgG anti-eqiiino de coelho, conjugado com
peroxidase (Sigma). O revelado foi feito com o-fenilendiamina (Sigma) e peroxido de
hidrogénio pH 5,7 durante 15 minutos no escuro, a temperatura ambiente. A reagdo foi
bloqueada com é4cido sulfirico 3,0 N. Determinou-se a absorbancia a 492 nm em leitor de
ELISA Multiskan Plus versdo 1.43. Empregou-se como controles negativos pogos
sensibilizados com veneno, omitindo-se a incubagdo com anti-veneno ou incubados com

soro eqiiino normal.

Metodologia
68



5.7.2. Westerblot:

Realizou-se o SDS-PAGE utilizando-se a técnica de Laemmeli (1970) como
descrito no item 5.5.2. As amostras separadas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose (BIO RAD), de acordo com Towbin et al. (1979), utilizando-se marcadores de
peso molecular SIGMA VII-S.

5.8. NEUTRALIZACAO DAS ATIVIDADES TOXICAS:

Para o estudo da neutralizacdo do veneno desta serpente, determinou-se a dose
desafio do veneno correspondente ao poder de neutralizagdo dos anti-venenos botropico-
crotalicos produzidos pelo Instituto Butantan, Instituto Vital Brazil e Fundagdo Ezequiel
Dias e anti-Bothrops leucurus do Instituto Malbrén (Argentina).

5.8.1. Soroneutraliza¢io da Atividade Hemorragica:

A neutralizagio da atividade hemorragica do veneno de B. leucurus, foi
avaliada pelo método de Ownby ez al. (1984). Para tanto, utilizaram-se 5 DMH (400 pg
para o veneno de serpentes procedentes da RMS e 200 pg para o veneno da SB).

Ratos (cepa Wister, 200-250 g, 4 a 6 pontos por dose) foram injetados
intradermicamente com misturas de dose de veneno constante € diferentes doses (12,5, 25,
50 e 100 pl) de soros antibotropico-crotélicos do Instituto Butantan, Instituto Vital Brazil e
Fundacdo Ezequiel Dias, previamente incubados a 37°C durante 30 minutos com NaCl
0.15M, em um volume de 100 pl/ponto. Trés horas depois do indculo, os animais foram
sacrificados com éter etilico e a pele, previamente depilada, foi retirada e estendida entre
placas de vidro e a 4rea hemorragica medida com paquimetro (precisdo 0,05 mm), como
descrito por Ferreira et al. (1992a, 1992b). Determinou-se um valor de 100% & média da
drea hemorragica produzida no grupo controle positivo (somente com 0 veneno). A
expressdo da capacidade neutralizante (Dose eficaz 50% - DEso) dos anti-venenos foi
determinada pela razio anti-veneno/veneno em que o efeito ¢ neutralizado em 50%, por

regressio nio linear da curva da 4rea hemorragica em funcdo da quantidade de antiveneno.

Metodologia
69



5.8.2. Soroneutralizacio da Atividade Necrosante:

A neutralizagdo da atividade necrosante do veneno de B. leucurus, foi avaliada
pelo método de Theakston & Reid (1983). Para tanto, utilizaram-se 5 DMN (1500 pg para
0 veneno de serpentes procedentes da RMS e 1210 Hg para o veneno da SB).

Ratos (cepa Wister, 200-250 g 4 a 6 pontos por dose) foram injetados
intradermicamente com misturas de dose de veneno constante e diferentes doses
(6,25, 12,5, 25, 50 e 100 pl) de soros antibotropico-crotalicos do Instituto Butantan e
Fundagdo Ezequiel Dias, previamente incubados a 37°C durante 30 minutos com NaCl
0,15M, em um volume de 100 ul/ponto. Setenta e duas horas depois do inéculo, os animais
foram sacrificados com éter etilico e a pele, previamente depilada, foi retirada e estendida
entre placas de vidro e a 4rea necrosada medida com paquimetro (0,05 mm de precisao).
Determinou-se um valor de 100% a média da area necrosada produzida no grupo controle
positivo (somente com o veneno). A expressdo da capacidade neutralizante (Dose eficaz
50% - DE s50) dos anti-venenos foi determinada pela razio anti-veneno/veneno em que o
efeito € neutralizado em 50%, POr regressdo ndo linear da curva da drea necrética em

funcdo da quantidade de anti-veneno.

5.8.3. Soroneutralizacio da Atividade Pré-coagulante:

A neutralizagdo da atividade pré-coagulante sobre o fibrinogénio bovino do
veneno de B. leucurus, foi avaliada pelo método de Theakston & Reid (1983), modificado
por Ferreira et al. (1992a). Para tanto, utilizaram-se 5 DMC-f (250 pg para os venenos de

serpentes procedentes da RMS, SB, machos e feémeas).

Incubaram-se 0,40 1g de solugdo de veneno com diferentes doses (25 e 100 pl)
de soros antibotrépico-crotalicos do Instituto Butantan, Instituto Vital Brazil e Fundaciao
Ezequiel Dias, previamente incubados a 37°C durante 30 minutos. Um volume de 0,50 ml
desta mistura foi adicionada 4 0,20 ml de fibrinogénio bovino pré-aquecido a 37° C e
determinaram-se os tempos de coagulagio dos controles positivos (somente o veneno em

NaCl) e dos controles negativos (veneno + anti-veneno).
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A expressio da capacidade neutralizante (Dose eficaz 50% - DEsp) dos anti-
venenos foi determinada pela inibigdo da atividade pré-coagulante por pré-incubagdao com

anti-veneno a partir do aumento no tempo requerido para a formagao do coagulo.

5.8.4. Soroneutraliza¢io da Atividade Hemolitica Indireta em Meio Liquido:

A neutralizacio da atividade hemolitica indireta em meio liquido do veneno de
B. leucurus procedentes da RMS e SB foi avaliada pelo método de Al-Abdhulah ef al.
(1991) modificado.

As amostras contendo 100 pg de veneno foram pré-incubadas durante 30
minutos a 37° C com NaCl ou com diferentes quantidades (9,38 18.75 37.5. 75, 100, 150,
300 e 600 pl) de soros antibotropico-crotalicos do Instituto Butantan, Instituto Vital
Brazil e Fundagdo Ezequiel Dias, em um volume final de 0.3 ml As amostras,
adicionaram-se 10 ml de uma mistura contendo 0,5 ml de hemacias humanas lavadas,
0,5 ml de gema de ovo e 100 pl de CaCl; 0,1 M em NaCl 0,15 M e incubou-se a mistura
durante 1 hora a 37° C. A reagdo foi interrompida com 0,10 ml de EDTA a 10%.
As misturas foram centrifugadas a 1000 rpm por 15 minutos e determinou-se a absorbancia

em espectofotdmetro a 550 nm (Metrolab M1700 V1.05R).

Empregou-se como branco a mesma mistura incubada com 0,3 ml de NaCl
0,15 M e como controles positivos, a mesma mistura da reagao incubada com 100 g de
veneno em 0.30 ml de NaCl 0,15 M. Com todas as amostras, calculou-se a média das
leituras da absorbéncia, onde se determinou um valor de 100% e a DEs, de cada antiveneno
foi determinada por regressio ndo linear da curva da absorbancia em fungdo da

quantidade de veneno.
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5.9. ANALISE ESTATISTICA :

Foram utilizadas medidas de tendéncia central (media aritmética) e de dispersao

(desvio padrio e erro padrdo). Para comparagio de médias utilizou-se 0 teste “t” de
Student.

Os céleulos foram realizados utilizando os pacotes estatisticos: Software Prisma

(Graf Pad Software, Inc. San Diego, Califérnia, U.S.A.), MicroCal Oringin 2.94 (1991-
1993), Microcal Sftware Inc e o Aseasy.
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6. RESULTADOS



6.1. CARACTERIZACAO BIOQUIMICA:

O teor protéico de veneno de B. leucurus foi estimado a partir de uma curva
padrio de albumina bovina, caracterizado por 1798 + 0,082 mg/ml, o que representa 89,9%

de proteina.

Os perfis cromatogréficos do veneno de B. leucurus procedentes da Regido
Metropolitana do Salvador (RMS), Sul/Sudeste Baiano (SB), machos (3)e fmeas (9),
estdo demonstrados nas Figuras 2 e 3. Os cromatogramas demonstraram que ndo houve
diferenga nos perfis das diferentes amostras de veneno, ja que todos os venenos
apresentarem 7 picos € 0s componentes comegarem a eluir em torno de 8 ml. Apesar disso,
uma pequena diferenga foi observada no perfil dos picos 2 e 3 do veneno de machos em

relacdo as outras amostras.

3
407
351 l 2
4
304
E .5
A c 2 \ r 7 Coluna Superdex 75HR,
% 20+ J \ r.[ l\ 10x300mm (Pharmacdia)
< 5 ! Tampdo = NaCl 0.2M - PO4 30mM
; | \ f [ 6 pH 5.9
1 l | LA Fluxo= 0.4 mi/min
] \; \
5 I :'L
0 LI T T
3

T T
56788 101112131415161?181‘3202122232425

V olume de eluicio (ml)
4
401 1 3
154
5 5
B = 2 6 Coluna Superdex 75HR,
c 57 10x300mm (Phammada)
B 20- Tamp#o = NaCl 0.2M - PO, 30mM
< |5 7 pH 5.9
104 Fluxo= 0.4 ml/min
5
o+—+—rrTTT 1T T T T T T T
5678 091011121314151617 181920212223 2425
Volume de eluicdo (ml) .
UNICAMY
=1 tf\_"'“‘Cf‘ ."-‘ ‘{["
Resultados . 5[51_,1') | A
75 L o



25 4
20
E
c 1549
& 2 Coluna Superdex 75HR,
< 101 10x300mm (Phamacia)
Tampédo = NaCl 0.2M - PO4 30mM
54 pH 5.9
Fluxo= 0.4 mi/min
0Orrrrr—Trr T T T T T T
5678 910111213141516171819202122232425
Volume de eluicdo (ml)
3 4
459
2
40+ .
|
35 |
1 |tA
£ 0+ i ‘eJ Il 5 7 Coluna Superdex 75HR,
D S A Fi 10x300mm (Phamadia)
2w IR Tampao = NaCl 0.2M - PO, 30mM
< * I L / pH 5.9
N \}r | A e f; Fluxo= 0.4 mi/min
: It v |
o) I \ 4
’ / A \\.,
*TTITTITITTITTITIT T ITTITITITIIIIIrIrErIrrrm
5678 9101112131415161718192021222324252627 282930

Volume de eluigio (ml)

Figura 2: Cromatografia em Superdex 75SHR (Sistema FPLC) do veneno de Bothrops
leucurus machos (A), fémeas (B) e procedentes da Regido Metropolitana do
Salvador (RMS) (C) e Sul/Sudeste Baiano (SB) (D), Bahia, Brasil. Foram
aplicadas 200 pl de cada amostra em tampdo Acetato de Sédio 0,01 M, pH 5,9.
Velocidade: 0,40 ml/min.
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Figura 3: Cromatografia em Superdex 75HR (Sistema FPLC) do veneno de Bothrops
Jeucurus machos, fémeas e procedentes da Regido Metropolitana do Salvador
(RMS) e Sul/Sudeste Baiano (SB), Bahia, Brasil. Foram aplicadas 200 ul de cada
amostra em tampdo Acetato de Sodio 0,01 M, pH 5,9. Velocidade: 0,40 ml/min.
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A Figura 4 demonstra o padrio eletroforético (SDS-PAGE) das quatro amostras
do veneno de B. leucurus (RMS, SB, d' e @), em gel poliacrilamida na presenca de SDS.

As amostras apresentaram-se semelhantes entre si e claramente distintas dos
demais venenos analisados (B. asper, B. moojeni e Crotalus durissus terrificus),
Justificando serem analisadas em um grupo a parte. Todos os venenos apresentaram 4

bandas, semelhante a pegonha de B. neuwied;.

Banda 4

Banda 2|

—®| Banda3

Bandaq

A B C D E F G H I J

Figura 4: Padrio eletroforético das quatro amostras do veneno de Bothrops leucurus
(J=RMS; I =S8SB; H=d; G e F = Q), E = B. asper; D = B. moojeni; C = B.

neuwiedi, B = Crotalus durissus terrificus; A = Marcador de peso molecular.
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6.2. CARACTERIZACAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS E BIOLOGICAS:

Os dados contidos na Tabela 2 demonstram os valores da DLsg e seus limites de
confianca de 95% da toxicidade do veneno de B. leucurus procedentes das regides RMS e
SB e machos e fémeas, segundo o método de Weil (1953), via intravenosa. Os valores
obtidos foram 2.5 (1,9 a 3,3) para o pool de venenos da RMS, 1,5 (1,2 a 1,8) para o pool de
venenos do SB, 1,3 (1,2 a 1,4) para o pool de veneno de machos e 1,7 (1,3 a 2,1) mg/kg por
camundongo para o de fémeas. O pool de veneno da SB foi significativamente mais toxico
que o da RMS (P<0.05), enquanto que esta diferenca na toxicidade da pe¢onha de machos e

fémeas ndo foi estatisticamente significativa.

Tabela 2: Valores da DLsy, e seus limites de confianca da toxicidade do veneno de

Bothrops leucurus de diferentes regides do estado da Bahia (Brasil) e machos e

fémeas.
Amostra de veneno DLso mg/kg
RMS 2,5(1,9a3,3)
SB 1,5(1,2a1,.8)
Machos 1,3(1,2a1,4)
Fémeas L7138 2.d)

RMS = Regifio Metropolitana do Salvador; SB = Regido Sul/Sudeste Baiano.

Em nivel de P<0.05 as médias foram significativamente diferentes.
UNICAMY
3$IBLIOTECA CENTRAL
SECAOQ CIRCULANT

Resultados

79



A Tabela 3 demostra a caracterizagio geral das atividades biologicas do veneno
de B. leucurus, sem a separagdo por pools e utilizando-se como animal de experimentacdo o
camundongo. Observamos que a DMC-P (Dose minima coagulante sobre plasma humano)
foi de 85,98 mg/l, a DE3o (Dose do veneno que produz um aumento de 30% no peso da
pata) foi 0,50 ug/camundongo, a DMD (Dose minima defibrinante) foi 4,25
ug/camundongo, DMH (Dose minima hemorragica) foi 11,02 + 4,87 U/mg, DMN (Dose
minima necrosante) foi 3,02 + 0,65 U/mg e atividade proteolitica de 228,95+ 115,8 U/mg.

Tabela 3: Atividades enzimaticas e biologicas do veneno de Bothrops leucurus.

Atividades Enzimaticas e Biolégicas

Coagulante sobre plasma humano (DMC-p) 85,98 mg/l
Edemaciante (DE3() 0,50 pg/camundongo
Defibrinante (DMD) 4,25 pg/camundongo
Hemorragica (DMH) 11,02 £ 4,87 U/mg
Necrosante (DMN) 3,02 £ 0,65 U/mg
Proteolitica sobre caseina 228,95+ 115,8 U/mg

DMC-p = Dose Minima Coagulante sobre plasma humano citratado; DE3p = Dose do
veneno que produz um aumento de 30% no peso da pata; DMD = Dose Minima
Defribrinante; DMH = Dose Minima Hemorragica; DMN = Dose Minima Necrosante.
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A Tabela 4 mostra os valores de DLso segundo o método de Meier & Theakston
(1986), via intraperitoneal, Dose Minima Hemorragica (DMH), Dose Minima Necrosante
(DMN), Dose Minima Coagulante sobre fibrinogénio bovino (DMC-f) e Miotoxicidade do

veneno de B. leucurus procedentes da RMS, SB, deQ.

Tabela 4: Atividades biolégicas do veneno de Bothrops leucurus machos, fémeas

procedentes da Regido Metropolitana do Salvador e Sul/Sudeste Baiano,

Bahia, Brasil.

Atividades biologicas
Amostras de veneno DLso DMH DMN DMC-f Miotoxicidade
(ng/g) (ug/rato)  (ug/rato)  (mg/)  (nmoles/ml/min)
RMS 8,9+1.4 79,0+3,0 300+48 41,0+1,7 87,8+33.3
(5,6a12,2)
SB 5,0+0,5 39,8+1,2 242479 53,113 74,0+£22,7
(3,8 a6,1)
Machos 13,9+£3.2 - - 54,3+1,5 -
(6,0 222,0)
Fémeas 14,2+2,6 - - 48,7+1,4 -
(7,7 2 20,6)

DLs, = Dose Letal 50%, testada frente camundongos, via intra-peritoneal (i.p.).; DMH =
Dose Minima Hemorragica; DMN = Dose Minima Necrosante; DMC-f = Dose Minima

Coagulante sobre fibrinogénio bovino; Miotoxicidade = pico de aumento do nivel da

enzima Creatina-quinase (CK) no soro de camundongos; ( - ) = Atividades ndo testadas

para estas amostras.
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Os valores de DLsy obtidos foram 8,9 + 1,4 ug/g para o pool de venenos de
RMS, 5,0 + 0,5 pg/g para o pool de venenos de SB, 13,9 + 3,2 pg/g para o pool de venenos
de 9 e 14,2 £ 2,6 pg/g para o poo! de venenos de B, demonstrando que houve uma variagio
regional, mas ndo sexual na toxicidade do veneno desta espécie. Ou seja, o veneno de
serpentes procedentes do SB foi quase 2 vezes mais téxico que o da RMS. Nio foram

observadas diferencas na toxicidade dos venenos dos machos em relagdo ao das fémeas.

O veneno das serpentes da SB também apresentou atividades hemorragica
(tanto utilizando-se a técnica de dosagem de hemoglobina por espectofotdmetro — Figura 3,
quanto a observada na medi¢do da drea hemorragica), necrosante e miotdxica maior que da
RMS, no entanto, a atividade coagulante desta tltima foi maior que o da primeira (Figura
6). Por outro lado, o veneno das fémeas apresentou atividade coagulante maior que o de

machos (Figura 6).
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Figura S: Hemoglobina detectada na drea hemorrdgica provocada pelos venenos de
Bothrops leucurus procedentes da Regido Metropolitana do Salvador e

Sul/Sudeste baiano, Bahia, Brasil.
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Figura 6: Dose Minima Coagulante em Fibrinogénio Bovino (DMC-F) do veneno de
Bothrops leucurus procedentes da Regiio Metropolitana do Salvador e

Sul/Sudeste baiano, Bahia, Brasil e machos e fémeas.
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A Figura 7 demonstra uma atividade miotdxica equivalente a B. moojeni ¢ B.
asper ¢ menor que a atividade demonstrada pela B. neuwiedi, todas de mesmo grupo
taxindmico (grupo ATROX) e filogenéticamente proximas. Ndo houve diferenca nesta

atividade, entre veneno das espécimens de B. leucurus procedentes da RMS e SB.
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Figura 7: Niveis de Creatinoquinase (CK) no plasma de camundongos 3 horas apés
inoculagdio de diferentes venenos de Crotéalidos da América do Sul, incluindo
Bothrops leucurus procedentes da Regiﬁo Metropolitana do Salvador (RMS) e
Sul/Sudeste (SB) baiano, Bahia, Brasil.
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A analise histopatolégica, através de microscopia Optica, 0s musculos
diafragmas dos animais controles (apenas em solucdo Tyrode) apresentaram aspecto normal
das fibras musculares, com estrias transversais normais, feixes de fibras com aspecto

poligonal normal e organizagdo histologica tipica de musculo esquelético (Figura 8).
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Figura 8: Cortes histologicos (A) e (B) de musculo diafragma de camundongo controle,

incubado com solucdo Tyrode, corados com Hematoxilina Eosina. Aumento

250 vezes.
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Todas as amostras do veneno de B. leucurus (procedentes da RMS e SB, § e Q)
mostraram atividade miotoxica, induzindo lesGes musculares em todas as doses testadas nos
diafragmas das preparagdes NFD (10, 20, 50, 100 e 200 ug/ml) e DCD (50 ¢ 100 ug/ml),
mas com diferencas qualitativas entre elas, tanto na intensidade quanto na extensdo das

lesdes necroticas.

O veneno dos quatro pools, na dose de 10 pg/ml (Figuras 9, 10, 11 e 12),
induziu mionecrose, tal como altera¢des do tipo edemaciada ou “swollen”, que a partir de
agora chamaremos “baloniza¢do” (célula muscular intumescida, com perfil arredondado),
lesBes “delta” sobre a membrana celular, vacuolizagdo, regides de hipercontracdo e
condensagdo das miofribrilas, alternado-se com espagos vazios no sarcoplasma. Esta dose
caracterizou-se pela presen¢a de dreas focais de degeneracdo das fibras musculares e a

presenca de uma grande quantidade de células com vacuoliza¢o ou “balonizadas”.
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Figura 9: Corte histologico de misculo diafragma de camundongo, corado com
Hematoxilina Eosina, apés incuba¢do de 10 pg/ml do veneno de Bothrops
leucurus procedente da Regido Metropolitana do Salvador, durante 120
minutos. Aumento 250 vezes. ©@“Balonizagdo”, @ Vacuolizagdo, ®&Lesdes

“delta”.

Figura 10: Corte histolégico de musculo diafragma de camundongo, corado com
Hematoxilina Eosina, apés incubagio de 10 pg/ml do veneno de Bothrops
leucurus procedente do Sul/Sudeste baiano, durante 120 minutos. Aumento
250 vezes. ®“Balonizagio”, ®Vacuolizagdo, ®Lesdes “delta”, @ Area focal

de destruicdo das fibras musculares.
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Figura 11: Corte histologico de musculo diafragma de camundongo, corado com
Hematoxilina Eosina, apo6s incubagdo de 10 pg/ml do veneno de Bothrops
leucurus f€mea, durante 120 minutos. Aumento 250 vezes. @“Baloniza¢do”,

® Vacuolizacio, ® Area focal de destrui¢do das fibras musculares.

Figura 12: Corte histologico de musculo diafragma de camundongo, corado com
Hematoxilina Eosina, ap6s incubag¢do de 10 pg/ml do veneno de Bothrops
leucurus macho, durante 120 minutos. Aumento 250 vezes. ®“Balonizacdo”,
® Vacuolizagio, ® Area focal de destruicdo das fibras musculares.
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A dose de 20 pg/ml (Figura 13) das quatro amostras de veneno induziu
mionecrose, caracterizando-se pela presenga de vacuolizagdo, células edemaciadas ou
“balonizadas”, lesdes “delta” sobre a membrana celular, areas focais de degeneracdo das
fibras musculares com extensdo menor que a provocada pela dose de 10 pg/ml, além de

edema intersticial, presente em todas as preparagoes.

Figura 13: Corte histolégico de musculo diafragma de camundongo, corado com
Hematoxilina Eosina, apés incubagdo de 20 pg/ml do veneno de Bothrops
Jeucurus fémea, durante 120 minutos. Aumento 250 vezes. ®“Balonizagdo”,

® Vacuolizagio, ®Lesdes “delta”, @Edema intersticial.

A inducdo de mionecrose foi observada na dose de 50 ug/ml (Figuras 14, 15, 16
e 17) das quatro amostras de venen2, caracterizando-se pela presenca de menor quantidade
de vacuolizagio e de células edemaciadas ou “balonizadas”, menor freqtiéncia lesdes
“delta” sobre a membrana celular, presenga de grandes éareas de degeneragdo das fibras
musculares, além de intenso edema intersticial presente na maioria das preparagdes, edema

dentro da fibra muscular e infiltrado inflamato6rio mononuclear.
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Figura 14: Corte histologico de musculo diafragma de camundongo, corado com
Hematoxilina Eosina, ap6s incuba¢do de 50 pg/ml do veneno de Bothrops
leucurus procedente da Regido Metropolitana do Salvador, durante 120
minutos. Aumento 250 vezes. @“Balonizagfo”, @ Vacuolizagio, ®Lesdes

“delta”, @Filete nervoso integro.

Figura 15: Corte histologico de musculo diafragma de camundongo, corado com
Hematoxilina Eosina, apés incubagdio de 50 pg/ml do veneno de Bothrops
leucurus procedente do Sul/Sudeste baiano, durante 120 minutos. Aumento
250 vezes. @“Balonizagdo”, ®Edema intersticial, ®Lesdes “delta”, @Filete
nervoso integro, ® Area focal de destrui¢io de fibras musculares.
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Figura 16: Corte histologico de misculo diafragma de camundongo, corado com
Hematoxilina Eosina, apds incubagdo de 50 pg/ml do veneno de Bothrops
leucurus fémea, durante 120 minutos. Aumento 250 vezes. ©“Baloniza¢do”,
® Vacuolizagdo, ®Lesdes “delta”, @Filete nervoso integro, © Area extensa

de destruigdo de fibras musculares.

Figura 17: Corte histolégico de musculo diafragma de camundongo, corado com
Hematoxilina Eosina, apds incubagdo de 50 pg/ml do veneno de Bothrops
leucurus macho, durante 120 minutos. Aumento 250 vezes. ©®“Balonizagdo”,
®Edema intersticial, ® Hipercontragdo das fibras, © Area focal de destrui¢do

de fibras musculares.
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A mionecrose foi observada na dose de 100 pg/ml (Figuras 18, 19 e 20) das
quatro amostras de veneno, caracterizando-se pela presenga de menor quantidade de
vacuolizagdo e de células edemaciadas ou “balonizadas”, menor freqiéncia de lesdes
“delta” sobre a membrana celular, regides de hipercontragdo e condensacdo das miofribrilas
alternado-se com espagos vazios no sarcoplasma, presenca de grandes dreas focais de
degeneragdo das fibras musculares, extensas 4reas de degeneragdo de aspecto rendilhado,

além de edema intersticial presente na maioria das preparacdes.

Figura 18: Corte histologico de musculo diafragma de camundongo, corado com
Hematoxilina Eosina, ap6s incubagdo de 100 pg/ml do veneno de Bothrops
leucurus procedente da Regido Metropolitana do Salvador, durante 120
minutos. Aumento 250 vezes. @‘“Baloniza¢do”, @ Vacuolizacio, ®Lesdes
“delta”, @ Hipercontragio, ® Area focal de destrui¢io de fibras musculares.

Resultados

92



Figura 19: Corte histologico de musculo diafragma de camundongo, corado com
Hematoxilina Eosina, apds incubagdo de 100 pg/ml do veneno de Bothrops
leucurus procedente do Sul/Sudeste baiano, durante 120 minutos. Aumento
250 vezes. @“Balonizagdo”, ®@Lesdes “delta”, ®Edema intersticial, @ Area

extensa de destruicdo de fibras musculares.

!

Figura 20: Corte histolégico longitudinal de musculo diafragma de camundongo, corado
com Hematoxilina Eosina, apos incﬁbag;ﬁo de 100 pg/ml do veneno de
Bothrops leucurus fémea, durante 120 minutos. Aumento 250 vezes.
® Hipercontragdo, ®Edema intersticial, ® Area focal de destruicdo de fibras

musculares.
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A mionecrose observada na dose de 200 pg/ml (Figuras 21, 22, 23 e 24) das
quatro amostras de veneno, caracterizou-se pela presenca de menor quantidade de
vacuolizacio e de células edemaciadas ou “balonizadas”, menor freqiiéncia de lesoes
“delta” sobre a membrana celular, regides de hipercontragdo, condensagdo das miofribrilas
alternado-se com espagos vazios no sarcoplasma, extensas dreas de degeneragdo das fibras

musculares, além de importante edema intersticial presente na maioria das preparagdes.

Figura 21: Corte histolégico de musculo diafragma de camundongo, corado com
Hematoxilina Eosina, apds incubagdo de 200 pg/ml do veneno de Bothrops
leucurus procedente da Regido Metropolitana, durante 120 minutos,
mostrando mionecrose severa e porgdes onde as fibras foram totalmente
destruidas. Aumento 250 vezes. @“Baloniza¢do”, ® Vacuolizacdo, ®Lesdes

“delta”, @ Area extensas de necrose de fibras musculares.
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Figura 22: Corte histologico de musculo diafragma de camundongo, corado com
Hematoxilina Eosina, apés incubagdo de 200 pg/ml do veneno de Bothrops
leucurus procedente do Sul/Sudeste baiano, durante 120 minutos. Aumento
250 vezes. ©“Baloniza¢do”, ®Filete nervoso integro, ®Lesdes “delta”,
®Hipercontragdo, ® Edema intersticial, ® Area extensa de necrose de fibras

musculares.

Figura 23: Corte histolégico de musculo diafragma de camundongo, corado com
Hematoxilina Eosina, apés incubagdo de 200 pg/ml do veneno de Bothrops
leucurus fémea, durante 120 minutos. Aumento 250 vezes. @*“Balonizacdo”,
®Vacuolizagio, ©®Lesdes “delta”, @Edema intersticial, ®Area focal de

necrose de fibras musculares.
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Figura 24: Corte histologico de musculo diafragma de camundongo, corado com
Hematoxilina Eosina, apds incubagdo de 200 pg/ml do veneno de Bothrops
leucurus fémea, durante 120 minutos. Aumento 250 vezes. @ “Balonizagio”,
®Vacuolizagdo, ®Lesdes “delta”, @Edema intersticial, ®Area focal de

necrose de fibras musculares, @Filete nervoso integro.

Nio se observou diferengas na capacidade das diferentes amostras do veneno de
B. leucurus em induzir mionecrose, com exce¢do da dose 200 pg/ml de serpentes
procedentes da Regido Metropolitana do Salvador (RMS), que foi a mais ativa dentre todas
as amostras. O dano muscular, de maneira geral, mostrou-se dose dependente sendo que a
dose de 200 ug/ml foi a que causou destruigdo maci¢a das fibras localizadas na porgdo

central do musculo, revelada pelos grandes espacos vazios no interior da célula.

Os aspectos de vacuolizagdo, lesdes “delta” e células intumecidas ou
balonizadas, embora presentes em todas as concentra¢Ges testadas, foram mais freqiientes
nas doses mais baixas (10 e 20 pg/ml), enquanto ciue hipercontratilidade, condensagdo das
miofribrilas alternado-se com espagos vazios no sarcoplasma, areas focais e extensas de
degeneracdo das fibras musculares foram observadas com maior freqiiéncia na doses mais

altas (50, 100 e 200 pg/ml).
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A presenca de edema intersticial, em praticamente todas as doses, indicou que
nao houve preservacdo das propriedades das células musculares. A integridade dos filetes
nervosos, mesmo em doses mais altas, aponta para uma destrui¢do especifica e exclusiva

das células musculares, caracterizando assim a miotoxicidade deste veneno.

Utilizando-se a preparagdo Nervo Frénico Diafragma de Camundongo (NFD),
obteve-se um estudo miografico que demonstrou que em baixas concentragdes (10 e 20
pg/ml dos pools da RMS e SB e 20 pg/ml dos pools de veneno de machos e fémeas), a
adicdo do veneno causou nenhum ou um baixo decréscimo progressivo da amplitude das
contra¢des musculares. Na maioria (4 em 6 — amostras de veneno de fémeas ¢ 3 em 4 —
amostras de veneno de machos) dos experimentos, onde foram aplicados estimulos
indiretos, observou-se um visivel aumento da amplitude das contra¢cdes musculares com

posterior diminuicdo desta amplitude, quando utilizada a dose de 10 pg/ml.
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A Tabela 5 ilustra o efeito do veneno de B. leucurus de diferentes regides e
machos e fémeas nas doses de 50, 100 e 200 pg/ml sobre as respostas do diafragma a
estimulagdo elétrica indireta. Observou-se um efeito dose-dependente em todas as
concentragdes e uma diferenca estatisticamente significante em nivel de 95% de confianga,
na capacidade dos diferentes “pools” de veneno da RMS e SB em promover o bloqueio
neuromuscular nas doses de 100 e 200 pg/ml. Dessa maneira, o veneno de serpentes da
regido RMS teve maior capacidade de induzir 50% do bloqueio neuromuscular que o da SB
(Figura 25). Apesar do veneno das fémeas ter se mostrado mais ativo na indu¢do de 50% do

bloqueio neuromuscular que o veneno de machos, esta diferenca ndo foi estatisticamente
significante (Figura 26).

Tabela 5: Tempo para 50% do bloqueio neuromuscular do veneno total de Bothrops
leucurus de diferentes regides do estado da Bahia (Brasil) e machos e fémeas,
sob estimulagdo indireta.

Amostra de veneno Dose (pg/ml) Tempo para bloqueio de 50% (min) n
50 35+11,8 6

RMS 100* 25+ 54 6
200* 9% 3.0 6

50 59+ 69 4

SB 100* 30+ 4.6 4
200* 20+ 4.2 4

50 - 3

Machos 100 40+ 2.3 3
200 25 1.5 3

50 68 + 13,3 5

Fémeas 100 27+ 43 5
200 19+ 2.8 4

RMS = Regido Metropolitana do Salvador; SB = Regido Sul/Sudeste Baiano.
(-) = N&o foi observado bloqueio de 50% (min) nesta dose.

*Em nivel de P<0.05 as médias foram significativamente diferentes.
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Figura 25:

Figura 26:
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Curva dose-efeito (50% de bloqueio da resposta contratil) do veneno de
Bothrops leucurus de diferentes regides do estado da Bahia (Brasil), em
preparagdo nervo frénico misculo diafragma de camundongo, sob estimulagéo
indireta, durante 120 minutos. Cada ponto corresponde a média + erro padrdo

de 3, 4 ou 5 experimentos (P<0.05).
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Curva dose-efeito (50% de bloqueio da resposta contratil) do veneno de
Bothrops leucurus de machos e fémeas, em preparagdo nervo frénico musculo
diafragma de camundongo, sob estimulagdo indireta, durante 120 minutos.
Cada ponto corresponde a média £ erro padrdo de 3, 4 ou 5 experimentos

(P<0.05).

Resultados
99



Nos pools de veneno da RMS e SB (nas concentragdes de 50, 100 e 200 pg/ml)
houve um bloqueio irreversivel das preparagdes mesmo apos repetidas lavagens. Uma leve
contratura esteve presente em praticamente todos os experimentos na dose de 100 pg/ml e
uma intensa contratura foi observada em todas as preparagdes em que se utilizou a dose de

200 pg/ml (Figuras 27, 28 e 29).
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Figura 27: Registros da forga de contragdo muscular em preparagio nervo frénico musculo
diafragma de camundongo (estimulo indireto), apés adicionado 50 ng/ml do
veneno de Bothrops leucurus de diferentes regides do estado da Bahia (Brasil).
@ Ilustra o perfil miografico do veneno da Regifo Metropolitana do Salvador
(RMS) e ® do veneno da Regido Sul/Sudeste da Bahia (SB). V = veneno; W =

lavagem.

Resultados
100



® Veneno de Bothrops leucurus do SB (100 pg/ml)

Figura 28: Registros da forga de contragdo muscular em preparagdo nervo frénico musculo
diafragma de camundongo (estimulo indireto), apés adicionado 100 pg/ml do
veneno de Bothrops leucurus de diferentes regides do estado da Bahia (Brasil).
@ Ilustra o perfil miografico do veneno da Regido Metropolitana do Salvador
(RMS) e @ do veneno da Regido Sul/Sudeste da Bahia (SB). V = veneno; W =

lavagem.

Resultados

101



0,5¢g

KN
€9

i A S e I S S Ry e . |,

10 20 30" 60 70

© Veneno de Bothrops leucurus da RMS (200 pg/ml)

I 05¢g

@ Veneno de Bothrops leucurus do SB (200 pg/ml)

Figura 29: Registros da forga de contragdo muscular em preparacdo nervo frénico musculo
diafragma de camundongo (estimulo indireto), apés adicionado 200 pg/ml do
veneno de Bothrops leucurus de diferentes regides do estado da Bahia (Brasil).
@ Ilustra o perfil miografico do veneno da Regiio Metropolitana do Salvador
(RMS) e @ do veneno da Regido Sul/Sudeste da Bahia (SB). V = veneno; W =

lavagem.
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Nos pools de veneno de machos (nas concentragdes de 100 e 200 pg/ml) e fémeas
(nas concentragdes de 50, 100 e 200 pg/ml) houve um bloqueio irreversivel das preparacdes
mesmo apos repetidas lavagens. Contratura moderada s6 foi observada nas preparagdes em que se

utilizou a dose de 200 pg/ml dos dois pools de veneno (Figuras 30, 31 e 32).

-L i ! l‘ e e o

© Veneno de Bothrops leucurus machos (50 pg/ml)

=ry

10 20 30 40

® Veneno de Bothrops leucurus f€meas (50 pg/ml)

Figura 30: Registros da for¢a de contragdo muscular em prepara¢io nervo frénico musculo
diafragma de camundongo (estimulo indireto), apds adicionado 50 pg/ml do
veneno de Bothrops leucurus machos e fémeas. @ Ilustra o perfil miogréfico do

veneno de machos ¢ @ do veneno de fémeas (SB). V = veneno; W = lavagem.
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@ Veneno de Bothrops leucurus machos (100 pg/mi)

® Veneno de Bothrops leucurus fémeas (100 pg/ml)

Figura 31: Registros da for¢a de contragio muscular em preparagdo nervo frénico muisculo
diafragma de camundongo (estimulo indireto), apos adicionado 100 pg/ml do
veneno de Bothrops leucurus de machos e fémeas. @ Ilustra o perfil miografico
do veneno de machos e @ do veneno de fémeas (SB). V = veneno; W =

lavagem.

Resultados

104



@ Veneno de Bothrops leucurus machos (200 pg/ml)

05¢g

® Veneno de Bothrops leucurus fmeas (200 pg/ml)

Figura 32: Registros da for¢a de contragdo muscular em prepara¢do nervo frénico misculo
diafragma de camundongo (estimulo indireto), apés adicionado 200 pg/ml do
veneno de Bothrops leucurus de machos e fémeas. @ Ilustra o perfil miografico
do veneno de machos ¢ @ do veneno de fémeas (SB). V = veneno; W =

lavagem.
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As figuras 33, 34, 35 e 36 ilustram os ensaios realizados com veneno de
Bothrops leucurus de diferentes regides do estado da Bahia e de machos e fémeas, em
preparagdes nervo frénico diafragma de camundongo. Os dados demonstram um efeito
dose-dependente da resposta contratil da prepara¢do, sob estimulagéo indireta, ao longo de
120 minutos de observagdo, frente as diferentes doses utilizadas (10, 20, 50 100 e 200
pg/ml) marcadamente nos pools da SB e de fémeas. Houve diferenga significativa em nivel
de 95% de confianga na resposta contratil entre todas as doses, comparadas dentro das
amostras de veneno da RMS e SB. sendo este ultimo mais ativo. No entanto, quando
comparou-se a resposta contratil em relagdo a cada dose de veneno procedente da RMS

com o SB, esta diferenca ndo foi estatisticamente significante (P<0,05).

O veneno das fémeas mostrou-se mais potente que o dos machos em determinar
bloqueio das respostas musculares, nas doses de 20, 50, 100 e 200 pg/ml. O contrario
aconteceu na dose de 10 pg/ml, onde o veneno dos machos foi mais ativo. Observou-se em
alguns experimentos, um aumento na amplitude das contra¢des musculares induzido pelo

veneno de machos e fémeas na concentragdo de 10 pg/ml (Figura 37).
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Figura 33: Efeito do veneno de Bothrops leucurus da Regido Metropolitana do Salvador
sobre a preparagdo nervo frénico diafragma de camundongo, sob estimulagdo
indireta, durante 120 minutos. Cada ponto corresponde a média + erro padrdo

de 3, 4 ou 5 experimentos (£<0.05).
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Figura 34: Efeito do veneno de Bothrops leucurus do Sul/Sudoeste baiano sobre a
preparagdo nervo frénico diafragma de camundongo, sob estimulagdo indireta,
durante 120 minutos. Cada ponto corresponde a média * erro padrdo de 3 ou

4 experimentos (P<0.05).
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Figura 35: Efeito do veneno de Bothrops leucurus machos sobre a preparagdo nervo
frénico diafragma de camundongo, sob estimulagdo indireta, durante 120
minutos. Cada ponto corresponde & média * erro padrio de 3 ou 4

experimentos (£<0.05).
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Figura 36: Efeito do veneno de Bothrops leucurus fémeas sobre a preparagdo nervo frénico
diafragma de camundongo, sob estimulag¢fo indireta, durante 120 minutos.
Cada ponto corresponde a média + erro padrdo de 3, 4,5 ou 6 experimentos
(P<0.05).
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® Veneno de Bothrops leucurus fémeas (10 pg/ml)

Figura 37: Registros da for¢a de contragdo muscular em preparag¢do nervo frénico musculo
diafragma de camundongo NFD (estimulo indireto), ap6s adicionado 10 pg/ml
do veneno de Bothrops leucurus de machos e fémeas. @ Ilustra o perfil

miografico do veneno de machos ¢ @ do veneno de fémeas (SB). V = veneno;

W = lavagem.
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A Tabela 6 demonstra o efeito do v=eneno de B. leucurus de diferentes regides
do estado da Bahia e de machos e fémeas, quanto 4 resposta da contratura acetilcolinica a
estimulagio direta de preparagdo musculo diafragma desnervado de camundongo.
Verificou-se que a resposta a Ach, apds a adi¢gdo de veneno, foi inibida em todas as
amostras, de maneira dose-dependente e irreversivel. O veneno das serpentes da RMS
provocou uma reducdo estatisticamente significante maior (P<0,05) na amplitude da
resposta muscular que o veneno do SB (Figura 38). O veneno de machos apresentou uma
atividade maior que o das fémeas, mas ndo estatisticamente significante (P<0,05)
(Figura 39).

Tabela 6: Resposta da contratura acetilcolinica (%) do veneno total de Bothrops leucurus
de diferentes regides do estado da Bahia (Brasil) e de machos e fémeas, a

estimulagio direta da preparagdo muasculo diafragma desnervado de

camundongo.
Amostra de veneno  Dose (pg/ml) Resposta acetilcolinica (%) n
RMS S0* 361 8,7 3
100* 224 2.3 3
SB 50* 39144 3
100* 27+ 34 3
Machos 50 33+ 12,4 3
100 lo+ 4,9 3
Fémeas 50 a3 £2l,1 3
100 20+ 59 3

RMS = Regido Metropolitana do Salvador; SB = Regifo Sul/Sudeste Baiano.

*Em nivel de P<0.05 as médias foram significativamente diferentes.

Resultados

110



0
—m— Regiio Metropolitana do Salvador
1 *— Sul/Sudoeste Batano

T “OF 1
= w
5 | ™ T
=
2 -
2 20 .
=

o 1 1 ]

"] 50 o 120

Dose (pgml)

Figura 38: Curva dose-efeito do bloqueio da resposta contratil a Acetilcolina do veneno de
Bothrops leucurus de diferentes regides do estado da Bahia, Brasil, em
preparagio musculo diafragma cronicamente desnervado de camundongo, sob
estimulagdo direta. Cada ponto corresponde a média + erro padrdo de 3 ou 4

experimentos (P<0.05).
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Figura 39: Curva dose-efeito do bloqueio da resposta contratil & Acetilcolina do veneno de
Bothrops leucurus machos e fémeas, em preparacdo em preparagao musculo
diafragma cronicamente desnervado de camundongo, sob estimulagdo direta.

Cada ponto corresponde a média + erro padrdo de 3 experimentos (£<0.05).
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Observou-se uma inibigdo da resposta acetilcolinica e da contratura produzida
pelo musculo diafragma, nas concentragdes de 50 e 100 pg/ml, das quatro amostras de
veneno (Figuras 40, 41, 42 e 43). Ap6s 120 minutos de contato com as preparagdes, a dose
de 50 pug/ml do veneno da RMS, condicionou redug¢fo média de 29% (71+7,2%) na
amplitude das respostas musculares e a dose de 100 pg/ml, uma redugdo média de 39%

(61£11,35%) (Tabela 7).

A pegonha de machos e f€meas de B. leucurus também reduziu a resposta
contratil da preparagdo musculo cronicamente desnervado de camundongo (41% -
59£10,1% e 46% - 54+12,5% nas doses de 50 ¢ 100 pg/ml do veneno de machos,
respectivamente € 61% - 39£10,3% e 44% - 56+7,4% nas doses de 50 ¢ 100 pug/ml do

veneno de fémeas, respectivamente) (Tabela 7).

Nao se observou uma curva dose-resposta quanto a varidvel sexo, como a
demonstrada nas amostras de veneno das diferentes regides geograficas, ja que o veneno
das fémeas foi mais ativo na concentragdo de 50 pg/ml do que na concentragdo de 100
ng/ml. Nesta ultima dose, ndo houve diferenga entre pool de veneno de machos e fémeas,
apenas quando utilizou-se a dose de 50 pg/ml € que o veneno das f8meas apresentou maior

atividade (Figuras 44 e 45).
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© Veneno de Bothrops leucurus da RMS (50 pg/ml)

® Veneno de Bothrops leucurus do SB (50 pg/ml)

Figura 40: Registros da for¢ca de contragdo muscular em preparagdo musculo diafragma
cronicamente desnervado de camundongo (estimulo direto) e a resposta
acetilcolinica (%), ap6és adicionado 50 pg/ml do veneno de Bothrops leucurus
de diferentes regides do estado da Bahia (Brasil). @ Ilustra o perfil miografico
do veneno da Regido Metropolitana do Salvador (RMS) e @ do veneno da
Regido Sul/Sudeste da Bahia (SB). V = veneno; W = lavagem.
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Figura 41: Registros da for¢a de contragdo muscular em preparagio musculo diafragma
cronicamente desnervado de camundongo (estimulo direto) e a resposta
acetilcolinica (%), ap6s adicionado 100 pg/ml do veneno de Bothrops
leucurus de diferentes regides do estado da Bahia (Brasil). @ Ilustra o perfil
miografico do veneno da Regido Metropolitana do Salvador (RMS) ¢ @ do
veneno da Regido Sul/Sudeste da Bahia (SB). V = veneno; W = lavagem.
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© Veneno de Bothrops leucurus machos (50 pg/ml)
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@ Veneno de Bothrops leucurus fémeas (50 pg/ml)

Figura 42: Registros da forca de contragdo muscular em preparagdo musculo diafragma
cronicamente desnervado de camundongo (estimulo direto) e a resposta
acetilcolinica (%), apos adicionado 50 pg/ml do veneno de Bothrops leucurus
machos e fémeas. @ Ilustra o perfil miografico do veneno de machos e ® do

veneno de f€meas. V = veneno; W = lavagem.
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Figura 43: Registros da forca de contragdo muscular em preparagdo musculo diafragma

cronicamente desnervado de camundongo (estimulo direto) e a resposta
acetilcolinica (%), apds adicionado 100 pg/ml do veneno de Bothrops
leucurus machos e fémeas. @ Ilustra o perfil miografico do veneno de machos

e @ do veneno de fémeas. V = veneno; Ach = Acetil colina.
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Figura 44: Efeito do veneno de Bothrops leucurus da Regido Metropolitana de Salvador

(RMS) e Sul/Sudoeste Baiano (SB) sobre a preparagdo nervo frénico

diafragma de camundongo, sob estimulagdo direta, durante 120 minutos. Cada

ponto corresponde & média + erro padrdo de 3 ou 4 experimentos (P<0.05).
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Figura 45: Efeito do veneno de Bothrops leucurus machos e fémeas sobre a preparac¢do

nervo frénico diafragma de camundongo, sob estimulag@o direta, durante 120

minutos. Cada ponto corresponde & média * erro padrdo de 3 experimentos

(P<0.05).
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6.3. CARACTERIZACAO IMUNOQUIMICA:

O ensaio de ELISA mostrou o grau de reatividade das 4 amostras
(3,2, RMS e SB) do veneno de B. leucurus frente aos 4 soros disponiveis: Soros
antibotropico-crotalicos (SABC) do Instituto Butantan (IB), Instituto Vital Brazil (IVB),
Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED) e Soro anti-B. leucurus do Instituto Malbran
(Argentina). Os resultados demonstraram que todas as amostras apresentaram titulos de
anticorpos frente a todos os anti-soros testados. No entanto, a titulagdo foi maior frente ao
soro especifico anti-B. leucurus para todas as amostras, com exce¢do da RMS, onde a

titulagdo deste soro foi equivalente a do SABC do IB (Figura 46).

Dentre os soros inespecificos (SABC) o que apresentou maior titulagdo foi o do
IB, seguido do SABC da FUNED e do IVB. O SABC/IB apresentou maior titulacio de
anticorpos frente ao veneno de machos e da RMS e menor frente ao veneno de fémeas e da
SB. Os SABC/FUNED e IVB foram melhor reconhecidos pelo veneno de serpentes
machos, da RMS e SB do que pelo veneno de fémeas (Figura 46).
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Figura 46: Diluigdo de diferentes soros antiofidicos que diminui em 50% a A4, em

ELISA, referente ao veneno de Bothrops leucurus machos (A), fémeas (B) e
procedentes da Regifio Metropolitana do Salvador (C) e Sul/Sudeste baiano (D).
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O Westernblot revelou a caracterizagdo imunoldgica das 4 amostras (4,2, RMS
e SB) do veneno de B. leucurus frente ao Soro antibotrdpico-crotalico (SABC) do Instituto
Butantan (IB) e Soro anti-B. leucurus do Instituto Malbran (Argentina). Os resultados
demonstraram que o veneno desta espécie apresentou reagdo cruzada, tanto frente ao soro
anti-B. leucurus quanto ao SABC do IB, embora nfo seja utilizado como imundgeno no
“pool” para a fabricagdo deste dltimo soro. Apesar disso, a reagdo foi mais intensa quando
utilizou-se o soro especifico. Todas as amostras apresentaram perfil semelhante quanto ao

complexo antigeno-anticorpo, moléculas antigénicas que migraram para a membrana de
celulose (Figuras 47 e 48).

Figura 47: Padrdo imunoeletroforético das quatro amostras do veneno de Bothrops
leucurus (RMS = Regido Metropolitana do Salvador; SB = Sul/Sudeste
baiano; & = machos; @ = fémeas; Ba = B. alfernatus; PM = Marcador de

Peso Molecular), frente ao soro antibotrépico-crotalico do Instituto Butantan.
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Figura 48: Padrio imunoeletroforético das quatro amostras do veneno de Bothrops
leucurus (RMS = Regido Metropolitana do Salvador; SB = Sul/Sudeste
baiano; 3 = machos; @ = fémeas; PM = Marcador de Peso Molecular), frente

ao soro antibotrépico-crotalico do soro anti-B. leucurus do Instituto Malbran

(AeB)
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6.4. NEUTRALIZACAO DAS ATIVIDADES TOXICAS:

A Tabela 7 demostra que todos os antivenenos foram capazes de neutralizar as
atividades hemorrégica, necrosante e hemolitica das 2 amostras de veneno de B. leucurus.
Apesar disso, houve variagdo da capacidade neutralizante dos diferentes soros produzidos
no Pais frente as amostras utilizadas. De maneira geral, o SABC produzido pelo B foi mais
eficiente para neutralizar as atividades hemorragica e hemolitica indireta quando

comparado com os soros da FUNED ¢ IVB.

Todos os soros neutralizaram mais a atividade hemorrdgica do veneno de
serpentes procedentes do SB que da RMS. Dentre eles, o mais eficiente para esta atividade

foi o produzido pelo Instituto Butantan para as duas amostras de veneno (Tabela 7).

Por outro lado, o SABC produzido pela FUNED neutralizou mais a atividade
necrosante do veneno das serpentes da RMS que da SB (36,3+3,2 ¢ 70,1=8,5 ul,
respectivamente), enquanto que o resultado obtido com o soro produzido pelo IB mostrou
que ele teve poder de neutralizagdo equivalente, frente aos veneno da SB e da RMS
(47,9£2,1 e 48,3+1,5 ul, respectivamente) (Tabela 7).

Dados contidos na Tabela 3 mostram que o SABC do IB foi 47 e 33 vezes mais
potente na soroneutralizagdo da atividade hemolitica indireta do veneno de B. leucurus da
RMS que da SB (4,5 e 93,2 ul, respectivamente). Os SABC do IVB e FUNED
neutralizaram de maneira mais eficiente esta atividade tanto para amostras da RMS quanto

SB, sendo que para esta ultima a capacidade neutralizante foi maior.
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Tabela 7: Capacidade neutralizante (DEsy) dos antivenenos comerciais antibotropico-

crotélico produzidos pelo Instituto Butantan, Instituto Vital Brazil e Fundagdo

Ezequiel Dias frente as principais atividades biologicas do veneno da

serpentes Bothrops leucurus procedentes da Regido Metropolitana do

Salvador € Sul/Sudeste Baiano, Bahia, Brasil.

Atividade Biolégica Soro DEj5, frente 4s amostras de veneno (ul)
RMS SB
IB 18,3+2,2 12,542.0
Hemorragica IVB 25,0+2,0 20,0+2,0
FUNED 27,0+£2.0 20,0+2,0
IB 48,3+1,5 47,9+2.1
Necrosante IVB - -
FUNED 36,3+3,2 70,1+8,5
IB 4,5(2,7a7,7) 93,2 (50 a 173)
Hemolitica indireta IVB 212,0 (209 a 215) 166,0 (118 a 230)
FUNED 149,0 (139 a 158) 130,0 (109 a 155)

RMS = Regifio Metropolitana do Salvador; SB = Sul/Sudeste Baiano; DEso = Dose Efetiva
50% de soro; SABC = Soro antibotropico-crotilico; IB = Instituto Butantan; IVB =
Instituto Vital Brazil; FUNED = Fundag¢do Ezequiel Dias; ( - ) = Atividades nao testadas

para estas amostras.
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A Tabela 8 e a Figura 49 demostram a capacidade neutralizante dos antivenenos
antibotrépico-crotélico (SABC) produzidos pelo Instituto Butantan (IB), Instituto Vital
Brazil (IVB) e Fundacio Ezequiel Dias (FUNED) frente a atividade coagulante sobre
fibrinogénio bovino, do veneno de Bothrops leucurus machos, fémeas e procedentes da
Regido Metropolitana do Salvador (RMS) e Sul/Sudeste Baiano (SB).

A Dose de 100 pl de todos os soros utilizados foi mais eficiente em neutralizar

a atividade coagulante deste veneno, do que a dose de 25 pl.

Na dose de 100 pl, o SABC do IB neutralizou melhor a atividade coagulante
do veneno de serpentes procedentes da RMS e SB (1800+0 e 1800+0 segundos,
respectivamente) do que a atividade do veneno de machos e fémeas (999+0 e 1018+0
segundos, respectivamente), que foram neutralizados de maneira equivalente. O SABC do
IVB, no entanto, se mostrou o mais eficiente em neutralizar a atividade coagulante do
veneno de serpentes da RMS (13954361 segundos) e neutralizou igual o veneno de
serpentes da SB, machos e fémeas (1212+£38,9, 1220+26,9 e 1199+57.3 segundos,
respectivamente). O SABC da FUNED nio mostrou diferenca na capacidade neutralizante
desta atividade frente as diferentes amostras de veneno (1207+0, 1218+0, 1246+25,5 ¢

1244+0 segundos para RMS, SB, machos e fémeas, respectivamente).

O antiveneno produzido pela FUNED foi o que melhor neutralizou o veneno de
todas as amostras na dose de 25 pl, mostrando-se mais eficiente frente a atividade do
veneno de serpentes da RMS, seguido de SB, machos e fémeas. Nesta mesma dose, os
SABC do IB e IVB neutralizaram de maneira equivalente a atividade do veneno das 4

amostras.
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Tabela 8: Capacidade neutralizante (DEsp) dos antivenenos comerciais antibotropico-

crotalico produzidos pelo Instituto Butantan, Instituto Vital Brazil e Fundag&o

Ezequiel Dias frente a atividade coagulante sobre fibrinogénio bovino, do

veneno da serpente Bothrops leucurus machos, fémeas e procedentes da

Regido Metropolitana do Salvador, Sul/Sudeste Baiano, Bahia, Brasil.

Veneno Soro antibotropico-crotalico (ul)
(ng/tubo) B IVB FUNED Controle
25 100 25 100 25 100
RMS 90+0 18000  120+6,6 1395361  300+0 1207+0 36+3,5
SB 95+0 1800+0 120+0 1212438,9  240+0 121840 40+4,2
Machos 98+0 999+0 125+0 1220426,9 1710  1246%25,5 18+0,7
Fémeas  77+3.5 1018+0 1060 1199+57,3 93+0 1244+0 14+1,4

RMS = Regido Metropolitana do Salvador; SB = Sul/Sudeste baiano; DEso = Dose Efetiva

50% de soro; SABC = Soro antibotropico-crotélico; IB = Instituto Butantan; [VB =

[nstituto Vital Brazil; FUNED = Fundag@o Ezequiel Dias; ( - ) = Atividades ndo testadas

para estas amostras. * Os dados estéo demonstrados em segundos.

Resultados

125



2000
- i RMS
[%2]
_§ {500 Hm SB
5 B Machos
8o A
BN Fémeas
A ) 1000
2
2 5004
O_..
25 pl 100 pi
1500 Dose de Antivenenos (ul)
oy N RMS
S . 5B
B g 1000+ -MHChOS
& B Fémeas
o
g- 5004
Q
I_
DJ
25 i 100 pl
Dose de antiveneno (ul)
1500
. W RMS
8 B SR
5 1000 BBl Machos
C oy B Fémeas
o
E‘ 500
@
|_
04

25pl 100 pi

Dose de Antiveneno (ul)

Figura 49: Demora na formagdo de coagulo induzido pelo veneno de Bothrops leucurus procedente
da Regido Metropolitana do Salvador e Sul/Sudeste baiano ¢ machos e fémeas, frente a0
Soro antibotrépico-crotalico (SABC) do Instituto Butantan (A), Instituto Vital Brazil (B)
e da Fundagdo Ezequiel Dias (C).
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7. DISCUSSAO



7.1. CARACTERIZACAO BIOQUIMICA:

Venenos de serpentes constituem-se em um conjunto complexo de proteinas

com diferentes atividades farmacologicas (Moura-da-Silva, 1992).

Segundo Chippaux et al. (1991), métodos bioquimicos tém sido extensivamente
utilizados em estudos de caracterizagdo de pegonhas e diferenciagdo e classificagio de
especies de serpentes. Alguns autores sugerem que as diferengas quantitativas nas
propriedades bioquimicas, tém valor limitado e argumentam que as propriedades do veneno
ndo sdo aplicaveis, uma vez que estio sujeitas a grande varia¢do individual na sua
composi¢do, devido a diferengas geograficas, estacionais, de colora¢do do veneno, de
idade, sexo e dieta da serpente, além de diferengas quanto ao procedimento de secagem
e/ou estocagem a que foi submetido o veneno. (Willemse, 1978; Gutiérrez er al., 1980;
Lomonte ef al., 1983; Meier, 1986; Minton & Weinstein, 1986; Furtado, 1987; Chippaux et
al., 1991; Furtado et al., 1991; Tan & Ponnudurai, 1992; Lopez-Lozano et al., 1997a,
1997b; Sasa, 1999). Varios autores como Jiménez-Porras (1964, 1967, apud Perrone et al.,
1989) concluem que as variagdes nos venenos sdo de origem genética. Apesar disso, Saint-
Girons & Detrait (1978, apud Perrone et al., 1989), estudando a antigenicidade dos venenos
das serpentes europé€ias, coloca-os como caracteres validos para fins sistematicos, embora
este problema ainda nio tenha sido resolvido, considerando que varias glandulas tém genes
reguladores comuns a outros sistemas e que influenciam diferentes oOrgdos e seu

desenvolvimento (Kochva, 2000)

O teor proté€ico do veneno de B. leucurus foi estimado a partir de uma curva
padrio de albumina bovina, contendo 89,9% de proteinas, dado que concorda com
Bjarnason & Fox (1988/89), Devi (1990) e Stocker (1990) que referem que o veneno de
serpentes contém de 70 a 90% de proteina, constituindo-se nas principais fragdes toxicas
das pecgonhas. Furtado (1987) e Vasconcelos (1996) referem um conteido menor de
proteinas do veneno da B. moojeni e B. erythromelas, quando comparado com o obtido por

noés para B. leucurus (78,8%, 83,7% e 89,9% de proteinas, respectivamente).

Furtado er al. (1991) analisaram o conteudo protéico das pegonhas de 8
espécies do género Bothrops e observaram que a maioria delas apresentava de 1,0 a 1,5 mg

de proteinas totais por mg de veneno. Esta superestimativa foi explicada pelo uso de um
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padrdo que continha uma menor quantidade de aminodcidos aromaticos em relagdo as
peconhas. A unica excegdo foi a B. cotiara cujo valor protéico foi 0,85 mg de proteina por
mg de veneno, sendo similar ao obtido por noés para a B. leucurus, e para B. erythromelas,

obtido por Vasconcelos (1996).

Estas proteinas podem ter peso molecular varidvel, serem basicas ou 4cidas,
dotadas ou nfio de atividades enzimaticas. Sdo de modo geral, as principais fra¢des toxicas
dos venenos da maiorias dos animais (cerca de 85%). Ja a L-amino oxidase, por exemplo, é
uma enzima com riboflavina como parte de seu grupo prostético, que da a coloragdo

amarela aos venenos (Stocker, 1990), desprovida de toxicidade.

A eletroforese em gel de poliacrilamida tem sido empregada por numerosos
pesquisadores na separacdo e identificagdo dos componentes protéicos dos venenos
ofidicos. Devido ao alto poder de resolugdo, este método permite a separa¢do dos
componentes revelando um perfil eletroforético com bandas de coloragdo e migragéo
relativas, altamente reprodutiveis e caracteristicas dos venenos de determinadas espécies
(Furtado, 1987). A taxonomia das serpentes esta usualmente baseada em aspectos
morfolégicos e este método bioquimico pode servir como uma técnica auxiliar na
classificagdo dos géneros e espécies das familias Elapidae e Viperidae e na detecgdo de
variabilidade qualitativa inter ou intraespecifica (Soares ef al., 1998).

Gongalves & Vieira (1950, citados por Perrone er al., 1989), analisando os
venenos de serpentes brasileiras, verificaram variagdes geograficas nas peconhas de
Crotalus durissus terrificus, demonstrando que as amostras procedentes do Sul do Brasil e
da Argentina, apresentam crotamina, enquanto que os de outras regides ndo apresentam.
Aragon & Gubensek (apud Perrone et al., 1989) observaram que o veneno de Bothrops
asper diferia em fungdo de sua zona de ocorréncia. No entanto, Monteiro e al. (1997)
demonstraram, através da eletroforese, que a produgdo de botrojararagina de serpentes do

género Bothrops, de mesma regido, ndo apresentava variagao sazonal.
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As 4 amostras do veneno de Bothrops leucurus (procedentes da Regido
Metropolitana do Salvador, Sul/Sudeste baiano ¢ de machos e fémeas) apresentaram-se
semelhantes entre si, j4 que todos os venenos apresentaram 4 bandas (sendo que o veneno
das fémeas apresentaram a banda 2 um tanto esmaecida, quase ausente) e uma banda (3)
bem nitida.

Estes resultados concordam com os obtidos por Perrone et al. (1989) para os
venenos de B. moojeni ¢ B. neuwiedi procedentes de S3o Paulo e Parand que nao
demostraram diferengas quanto aos perfis eletroforéticos. No entanto, estes mesmos autores
encontraram variagdes nos perfis do veneno de B. jararacussu destas mesmas regides.
Casais-e-Silva (1995) também observou diferengas populacionais no perfil eletroforético de
Micrurus lemniscatus procedentes das regides Metropolitana do Salvador e Sul/Sudeste

Baiano), tanto no nimero de bandas como peso molecular das mesmas.

Borja-Oliveira (1998) também ndo encontrou diferencas entre as amostras de
veneno de B. neuwiedi procedentes dos estados de Sdo Paulo, Rio Grande do Sul e Minas

Gerais, que pudessem ser atribuidas as procedéncias.

O padrio eletroforético de B. leucurus foi diferente do perfil do veneno de B.
erythromelas, que apresentou um numero maior de bandas (6, obtido por Vasconcelos,
1996 e 7, obtido por Bezerra, 2000) e assemelhou-se com o de B. atrox referido por Moura-
da-Silva (1992) e Soares et al. (1998). Estas duas ultimas espécies, juntamente com B.
isabelae, B. marajoensis, B. moojeni e B. pradoi fazem parte do Grupo ATROX e tém sido
extensivamente estudadas por Wiister ef al. (1998), que sugerem que possam tratar-se de
mesma espécie, e que as diferencas morfologicas entre elas representem variagoes
populacionais, embora isto ainda ndo esteja claro pelas andlises de DNA mitocondrial
realizadas.

Santoro et al. (1997) também observaram diferen¢as marcantes no perfil
eletroforético de trés subespécies de Crotalus durissus (C. d. cascavella, C. d. collilineatus
e C. d. terrificus), sugerindo uma revisdo na classificagdo desta espécie, que hoje se baseia

no aspecto da morfologia externa e distribui¢do geografica.
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Observou-se semelhanga do veneno de B. leucurus com os perfis dos venenos
de B. cotiara e B. erythromelas, que também apresentaram 4 bandas e diferenciou-se dos
venenos de B. moojeni, B. neuwiedi e B. pradoi (estas duas tltimas espécies, pertencentes
a0 mesmo grupo taxondmico da B. leucurus — Grupo ATROX) que apresentaram de 7 a 11
bandas, em estudo referido por Moura-da-Silva (1992). Segundo Siles-Villarroel et al.
(1973), a diferenca no padrdo eletroforético da pegonha de diferentes espécies de serpentes,
pode ser conseqiiéncia da tecnologia aplicada e também da origem dos venenos utilizados,

principalmente geogréfica.

Para de Roodt er al. (1997), o padrio eletroforético em acetato de celulose, por
exemplo, permite a clara e rapida diferenciagio do veneno das serpentes do género
Bothrops. Por outro lado, o SDS-PAGE também permite uma diferencia¢do do veneno de
espécies deste género. As pequenas diferengas que podem ser observadas sio devidas a
utilizagdo do gradiente do gel, que permite a melhor visualizacdo de bandas de menor peso

molecular.

Segundo Dessauer & Fox (1956, 1958, apud Casais-e-Silva, 19953), o
procedimento de eletroforese permite uma analise mais direta dos constituintes do veneno e
tem sido usada como auxilio taxonémico na anilise de proteinas do plasma de serpentes.
Dessa forma, mesmo a constatagdo de diferencas intra e interespecificas em venenos nio

impede sua utilizagdo como parametro de analise para a diferenciacdo das espécies.

Os cromatogramas também demonstraram similaridade ja que todos os venenos
apresentarem 7 picos e 0s componentes que comegarem a eluir em torno de 8 ml. Resultado
similar foi obtido por Andrido-Escarso ef al. (2000) demonstrando que o fracionamento do
veneno de Bothrops neuwiedi procedentes de Sdo Paulo, por cromatografia de troca idnica,
produziu 7 picos. Ji o veneno desta mesma espécie procedente de Minas Gerais,

apresentou um nimero de fragdes menor (6).

O perfil da espécie por nés estudada, mostrou-se diferente do obtido por
Zappellini (1991) para o veneno de B. erythromelas, cujo perfil cromatografico
caracterizou-se por 3 picos (utilizando Sephadex G-75) e 4 picos (utilizando Sephadex
G-100).
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7.2. TOXICIDADE:

A fungdo venenosa das serpentes estd dirigida fundamentalmente para a
conservagao da espécie, utilizando o veneno de suas glandulas, principalmente, para matar
e digerir as presas preferenciais que constituem seu alimento, e em segundo lugar, como

meio de defesa contra seus agressores (Haad, 1980/81).

De fato, os camundongos sdo mais sensiveis do que as aves ao veneno da B.
leucurus, ja que esta espécie apresenta os roedores como alimento preferencial durante a
sua fase adulta (Lira-da-Silva ef al., 1996b; Prianti, 2000a). Estes dados diferem dos
encontrados por Zamunér (1997) e Borja-Oliveira et al. (1998) para o veneno de B.
neuwiedi, que se mostrou mais ativo em aves. Ji os obtidos por Cogo et al. (1993)
demonstraram uma atividade maior da pegonha de B. insularis também em aves,
corroborando a relagdo veneno-tipo de alimento, considerando que esta espécie é arboricola

e alimenta-se exclusivamente de passaros.

A toxicidade do veneno de serpentes tem sido estudada extensivamente nas
investigagdes desta variabilidade. A comparagdo tem sido dificultada pelos diferentes
animais empregados (pombos, ratos, cobaias, grilos, lagartos, cées, coelhos, etc.), sendo
que o modelo mais comum € o camundongo. A via de administragdo também varia (intra-
peritoneal, intramuscular, subcutinea e intravenosa. Silles-Villarroel er al. (1978/79a)
referem que os camundongos se prestam satisfatoriamente para a determinacdo da
toxicidade dos venenos botrépicos, quando estes sdio inoculados por via intra-peritoneal,

eliminando mortes imediatas devidas a atividade coagulante destas peconhas.

A DLsy obtida em cada uma das 4 amostras de veneno de B. leucurus
(SB = 1,5; RMS = 2,5; machos = 1,3 e fémeas = 1,7 mg/kg), utilizando-se o método de
Weil (1953), via intravenosa, foram concordantes com o valor encontrado por Sanchez et
al. (1992) (1,83 mg/kg) utilizando uma amostra de veneno procedente da Bahia.
O veneno desta espécie apresentou toxicidade maior que o veneno referéncia nacional de B.
Jararaca (1,67 mg/kg) e que outros venenos botropicos, tais como B. alternatus (Minas
Gerais — 2,24 mg/kg e Argentina - 3,51 mg/kg), B. atrox (Para - 2,24 mg/kg, Argentina -
3.51 mg/kg e Peru - 7,65 mg/kg), B. casteinaudi (Para — 3,10 mg/kg) e B. erythromelas
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(Bahia — 2,60 mg/kg). No entanto, a sua toxicidade foi menor quando comparada com o
veneno de B. alternatus (Rio Grande do Sul — 1,50 mg/kg ), B. moojeni (Minas Gerais —
0,78 mg/kg) e B. neuwiedi urutu (Minas Gerais — 1,21 mg/kg) (Sanchez ez al., 1992).

A DLsy obtida em cada uma das 4 amostras de veneno de B. leucurus
(SB = 5,0; RMS = 8,9; machos = 13,9 e fémeas = 14,2 pg/g), segundo o método de Meier
& Theakston (1986), via intraperitoneal, foram discordantes do valor encontrado por
Sanchez et al. (1992) (4,28 pg/g) utilizando uma amostra de veneno procedente da Bahia,
sem definir a localidade. O veneno desta espécie apresentou toxicidade menor que a do
veneno referéncia nacional de B. jararaca (2,34 pg/g) e que todos os venenos botropicos
testados por Sanchez et al. (1992), inclusive que B. moojeni (Minas Gerais — 6,82 ng/g). B.
atrox (Para — 6,54 ng/g e Peru - 5,54 pg/g) e B. neuwiedi urutu (Minas Gerais — 2,89 ug/g),

como referido anteriormente, espécies de mesmo grupo taxinémico.

Uma explicagdo para isto pode estar nos diferentes métodos utilizados por nos
(Meier & Theakston, 1986, pela determinagdo aproximada da DLsy usando 10 animais no
experimento) e Sanchez ez al. (1992), que utilizou o método classico de Theakston & Reid
(1983), com o uso de 12 animais por 5 grupos experimentais. Segundo Meier & Theakston
(1986), alguns valores obtidos por seu método adaptado de Molinengo (1979, apud Meier
& Theakston, 1986), diferem marcadamente dos obtidos pelo uso classico de determinagdo
da toxicidade em outros laboratérios. No entanto, um grande estudo organizado em 1977
pela Comissdo da Comunidade Européia em 65 diferentes laboratorios que usaram o ensaio
classico para determinagdo de DLsp, também encontrou diferengas consideraveis nos
valores obtidos. Portanto, o método utilizado neste trabalho é considerado vantajoso,
cientifico, econémico e ético, pelo pequeno nimero de animais utilizados. Segundo Dias da
Silva et al. (1989, apud Vasconcelos, 1996), a letalidade das pegonhas pode variar em

diferentes espécies cerca de cinco vezes no valor da DLs.
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Utilizando-se os dois métodos, nossos dados demonstraram que o veneno de B.
leucurus procedente da SB foi significativamente mais téxico do que o procedente da RMS.
Estes achados s3o contrarios com os de Casais-e-Silva (1995) que estudou o veneno de
Micrurus lemniscatus das mesmas regides do estado da Bahia, por nés estudadas,
concluindo que a amostra de veneno da RMS € trés vezes mais toxica que a da SB,

confirmando as diferengas entre as duas populagdes.

Estudo clinico-epidemioldgico realizado por Lira-da-Silva (1996) e Lira-da-
Silva & Carvalho (1998, 1999), com 126 acidentes provocados pela B. leucurus na regiao
metropolitana do Salvador, no periodo de 1982 a 1996, demonstrou a auséncia de letalidade
por esta espécie. Os autores sugerem que esta benignidade pode estar associada ao fato de
que a maioria dos acidentes foram provocados por filhotes (73,4%) e machos (75,%), que
provocaram os acidentes mais leves (64,1%), a precocidade no atendimento (menor que 3
horas em 73,9% dos casos) e a neutralizagdo satisfatoria do antiveneno botrépico utilizado.
Neste estudo, podemos acrescentar a menor toxicidade do veneno de serpentes procedentes
desta regidio (RMS), como mais um fator que pode ter contribuido para a auséncia de 6bitos

nos acidentes.

Glenn & Straight (1978, 1985) e Glenn et al. (1983 apud Chippaux et al., 1991)
referem variagdo geografica em veneno de serpentes elapideas e do género Crotalus tendo
como base a toxicidade. Jayanti & Veerabasappa Gowda (1988 apud Chippaux er al.,
1991), referem variagdo geografica na composicdo e atividade letal do veneno de Vipera
russeli, com alta atividade proteolitica e baixa letalidade nos espécimens das regides norte €
ocidental da India, contrariamente ao veneno dos espécimens do Sul. Estudos clinicos
confirmaram a variagdo geogrifica na composi¢do da pegonha desta serpente com
sintomatologia variando com a localidade (Warrel, 1985; Warrel ef al., 1989; Theakston et
al., 1989, apud Chippaux et al., 1991).

Lépez-Lozano er al. (1997a, 1997b) relataram variagdo intrasubespecifica,
geogréfica, ontogenética e da coloragdo do veneno de C. d. ruruima, coletadas em
diferentes areas do estado de Roraima. Estes autores demonstraram que exemplares adultos
desta subespécie e com veneno branco, apresentaram toxicidade maior que filhotes e com

veneno amarelo.
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Sanchez ez al. (1992) também encontraram variagio geografica na toxicidade
dos venenos de B. alternatus, B. atrox, B. jararaca e diferentes subespécies de B. neuwiedi
de diferentes regides do Brasil. Argentina, Bolivia e Peru. Bezerra (2000) refere que o
veneno de exemplares de B. erythromelas, procedentes de Pernambuco, foi 2 mais téxico,

que a pegonha das procedentes da Bahia, em estudo realizado por Vasconcelos (1996).

Esta variabilidade geografica do veneno pode ser explicada, em parte, pela
variagdo geografica da dieta, promovendo uma maior capacidade da pegonha para matar e
digerir presas preferencias e mais disponiveis em cada regido. O isolamento destas
populagdes pode concorrer também para uma modificagio e expressdao de determinados
genes. Para Christessen (1955, apud Willemse, 1978) a dieta se constitui em um dos fatores

extrinsecos mais importantes na variacdo do veneno de serpentes.

Segundo Daltry er al. (1996b), a grande variagio geografica observada em
serpentes adultas de Calloselasma rhodostoma de 36 localidades do sudeste da Asia, pode
ser explicada por 3 hipéteses: (1) a variagio do veneno pode ser devida a distancia
geografica; (2) pode resultar da relagdo filogenética entre as populagdes, ou (3) pode estar
associada a variagdo da dieta entre as populagdes. Estes autores concluiram que a selegdo
natural foi a causa de diferentes populagdes de C. rhodostoma produzirem veneno

apropriado para matar e digerir suas presas.

A relag@o entre veneno e dieta pode ser corroborada por diferencas observadas
na taxa de susceptibilidade das toxinas dos venenos, como também nas mudancas
ontogenéticas simultineas na dieta e composi¢do do veneno reportada para algumas
espécies (Silva ef al., 1993 e Mackessy, 1988, apud Sasa, 1999). No entanto, alguns fatores
incluindo sele¢do de microhabitat, selegdo de presa e abundéncia sazonal da presa, podem
ser confundidores na determinagZo das verdadeiras diferencas na dieta entre as populagdes
de serpentes (Sasa, 1999).

Perrone et al. (1989) ndo encontraram diferengas significativas na toxicidade do
veneno de B. moojeni e B. neuwiedi, procedentes de Sio Paulo e do Parani, mas
encontraram diferengas bastante significativas quando compararam os venenos de B.

Jararacussu dessas mesmas regioes.
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Segundo Sanchez er al. (1992) a variabilidade também pode estar relacionada
com o fato de que a determinag@o das atividades bioldgicas in vivo sdo menos reprodutiveis
que as in vitro, devido a maior susceptibilidade dos animais testados ao ambiente, além de
que a sub-familia Crotalinae € a que apresenta a composicdo mais complexa dentre os

venenos de serpentes.

Os machos de B. leucurus apresentaram veneno com toxicidade similar ao das
fémeas. segundo o método de Meier & Theakston (1986) e veneno mais toxico do que as
fémeas (mas esta diferenca ndo foi estatisticamente significante), segundo o método de
Theakston & Reid (1983).

Esta pequena diferenca, mesmo que ndo significativa, pode ser uma forma de
compensar, COm um veneno mais toxico, uma produgdo média menor de veneno
acumulado nas glandulas (machos = 63,4 mg e¢ f€meas = 106,7 mg) e inje¢cdo média menor
durante um “ataque” a presa (machos = 47,4 mg e fémeas = 87,5 mg), conseqiiéncia de um
tamanho médio também relativamente menor que o das fémeas (machos = 90,7 cm e
féemeas = 120,4 cm) (Lira-da-Silva et al., 1999). Apesar disso. estudo clinico-
epidemiolégico realizado por Lira-da-Silva (1996) e Lira-da-Silva & Carvalho (1999)
demonstrou que as fémeas € que provocam acidentes mais graves que os machos, ndo pela
sua toxicidade, que é menor, mas pela possibilidade de injetar maior quantidade de veneno

acumulado nas glandulas (machos = 9,6% e fémeas = 17,7% de acidentes graves).

7.3. CARACTERIZACAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS:

A determinacdo das atividades bioldgicas sistémicas in vivo € menos
reproduzivel que as atividades in vitro por causa da susceptibilidade dos animais-teste ao
meio ambiente. Em venenos com uma composi¢do muito complexa, como € o caso dos
botrépicos, os efeitos ocorrem simultaneamente e o ensaio estd mais susceptivel as diversas

variagdes (Sanchez ef al., 1992).

A maioria dos venenos da subfamilia Crotalinae, especialmente o género
Bothrops, a despeito da existéncia das variagdes intra e interespecificas na composi¢do e
atividades farmacoldgicas dos seus venenos, induzem quadro fisiopatologico

qualitativamente similar, decorrente de uma agdo local (caracterizada por dor intensa e
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dano tecidual local imediato e proeminente, isto ¢ mionecrose, hemorragia € edema) e
sistémica (especialmente alteragGes cardiovasculares - hemorragia € choque hipovolémico,
disturbios da coagulacdo - mais freqiientemente defribrinacdo - e alteragdes renais que
podem chegar a insuficiéncia renal aguda (Amaral et al., 1985; Gutiérrez & Lomonte,
1989; Sanchez er al., 1992). Os efeitos sistémicos incluem ainda varios tipos de
sangramento distantes do local da picada, incluindo hemorragia gengival, purpura,
macrohematuria, epistaxis, sangramento uterino e hemoptise e isto ocorre porque o0s
venenos sao ricos em substancias farmacologicamente ativas com atividades enzimatica e

nao-enzimatica (Kamiguti et al., 1996).

O envenenamento humano por Bothrops freqiientemente causa coagulopatia
severa associada com sangramento local ou sistémico. O veneno destas serpentes contém
fragdes denominadas hemorraginas que sdo responsaveis pela hemorragia local em animais.
Estas fragOes, caracterizadas como metaloproteinases, causam ruptura do colageno da
membrana basal do endotélio vascular levando a liberagdo dos componentes do sangue.
Algumas atividades proteoliticas tém sido atribuidas as hemorraginas como as atividades
colagenolitica e fibrinogenolitica (Kamiguti ez al., 1991a, 1991b). A hemorragia sistémica
esta associada a presenga de ativadores da coagulag@o sangiiinea e pode ser fatal, levando
por exemplo a hemorragia intracranial. Existem dois mecanismos pelos quais os eritrécitos
e outros componentes do sangue escapam pelos vasos: per diapedesis, através das jungdes
entre as células endoteliais ou per rhexis, através dos espagos deixados pelas células
endoteliais danificadas pelas toxinas hemorragicas. De qualquer modo, este ultimo ¢ o que
representa o efeito citotéxico das metaloproteinases sobre o endotélio vascular e parece ter

o0 papel mais importante no desenvolvimento da hemorragia (Kamiguti ef al., 1996).

7.3.1. Atividade Proteolitica:

Como visto, a atividade proteolitica refere-se a um conjunto de fragbes do
veneno, geralmente proteases de atividade inespecifica ou com especificidades diversas, e
que sdo responsaveis pelos fendmenos locais (Franga & Fan, 1992). Estes efeitos locais
decorrem de um efeito combinado destas proteases, fatores hemorragicos e fosfolipases,

presentes no veneno, bem como da liberagdo de compostos farmacologicamente ativos,
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gerados por este mesmo veneno (Teixeira et al., 1994). Neste caso, a atua¢do de enzimas
proteoliticas do veneno sobre substratos diversos pode causar lesdo tecidual (agdo direta) e
provocar a liberagdo de substancias dos tecidos lesados que, sendo mediadores do processo

inflamatorio, ampliam estas mesmas lesdes (agdo indireta).

Observou-se baixa atividade proteolitica sobre caseina, da pegonha de B.
leucurus (228,95 U/mg) em comparagdo com a dos venenos de B. moojeni (em média 113.0
U/mg), B. erythromelas (46,5 U/mg) e B. jararaca (43,2 U/mg) (Furtado et al., 1991;
Vasconcelos ef al., 1996). Deve-se ser ressaltada a semelhanca maior da atividade
caseinolitica do veneno em estudo com a da pe¢onha de B. moojeni (espécie pertencente ao
mesmo grupo taxinémico — Grupo ATROX), devendo-se nesta espécie a presenga de
metaloproteinases que desempenham importante papel na fungdo biologica do seu veneno,
de acordo com dados obtidos por Assakura ef al. (1985). As diferengas interespecificas
quanto a esta atividade pode ser explicada pelo pH do meio de digestdo (Delpierre, 1968,
apud Furtado, 1987).

Os efeitos locais caracteristicos do envenenamento por B. leucurus referem-se
ao edema (80,9%), dor (79.8%), calor (26,3%), dorméncia (20,3%), eritema (16,7%),
equimose (13,2%) e flictena (10,5%). Necrose, abcesso € queimor sdo menos freqiientes
(4,4%, 4.4,% e 0,9%, respectivamente) (Lira-da-Silva, 1996; Lira-da-Silva & Carvalho,
1998, 1999). Os acidentes por B. moojeni tem agdo local mais severa, ja que todos os
acidentes (100%) estudados na regido de Sdo José do Rio Preto (SP) apresentaram dor,
edema, eritema e calor (Kouyoumdjiam ez al., 1990) e isto foi corroborado pelo estudo dos
venenos de ambas as espécies, considerando que B. moojeni tem veneno com agdo

proteolitica maior que o da B. leucurus.

7.3.2. Atividade Edematogénica:

O veneno com atividade edematogénica contém ou sdo capazes de liberar
mediadores vasoativos (histamina, serotonina, bradicininas, anafilatoxinas, leucotrienos,
prostaglandinas e PAF - fator ativador de plaqueta) que atuam diretamente sobre a
circulagdo para aumentar a permeabilidade vascular e produzir o edema (Vargafit ef al.,
1974). Trebien & Calixto (1989, apud Teixeira et al., 1994) também mostraram que
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eicosandides € PAF contribuem para 0 edema induzido pela injedo do veneno de B.

Jjararaca na pata de ratos.

A pegonha de B. leucurus apresentou DME igual a 0,50 pg/camundongo,
concordando com os dados obtidos por Sanchez er al. (1992), que obtiveram 0,59
pg/camundongo para a mesma espécie. Esta atividade foi cerca de trés vezes maior do que
a observada para B. jararaca por Vasconcelos et al. (1996) e quase seis vezes maior que a
obtida para B. erythromelas (2,6 pg/camundongo) por Vasconcelos (1996). No entanto, esta
atividade foi menor que a observada por Sanchez et al. (1992) para o veneno de B. moojeni
(0,41 pg/camundongo), o mais ativo do referido trabalho, enquanto que a peconha de B.
leucurus foi a segunda mais edematogénica das espécies por eles estudadas. Isto concorda
com dados de envenenamento humano, onde 100% dos pacientes picados por B. moojeni
apresentaram edema, frequéncia maior quando comparada com a dos acidentes por B.
leucurus (80,9%) (Kouvoumdjiam er al., 1990; Lira-da-Silva, 1996; Lira-da-Silva &
Carvalho, 1998, 1999). Contrariamente, Lira-da-Silva (1996) refere que o edema de
intensidade 3 (moderado ou regional) esteve presente em 32,8% dos acidentes por B.
leucurus, contra os 13,4% em B. moojeni. Isto pode ser devido ao fato de que a espécie B.
leucurus pode ter veneno com menor capacidade de produzir edema nas primeiras horas,

porém maior capacidade na duracgdo desta agdo edematogénica nas horas subsequentes.

Teng & Wiang (apud Franga & Fan, 1990), demonstraram que na patogénese
do edema causado por serpente com veneno cuja atividade é proteolitica, h4 participagdo de
mastdcitos, neutréfilos e cininas plasmdticas. Cury er al. (apud Franga & Fan, 1990),
detectaram a participagdo do PAF e dos metabolitos do 4acido araquidonico no edema

induzido pelo veneno de Bothrops adulta.

Gutiérrez & Lomonte (1989) referem que o edema induzido pelo veneno das
serpentes do género Bothrops pode ser devido a agdo de varias substdncias: a) toxinas
hemorragicas que lesam o endotélio vascular induzindo extravasamento; b) toxinas que
agem diretamente sobre as células endoteliais dos capilares e vénulas, aumentando suas
permeabilidades; ¢) componentes do veneno (fosfolipases ou citotoxinas) que induzem o
aumento na liberagcdo de histamina; d) fosfolipase A, que libera 4cido aracddnico de

fosfolipideos das membranas celulares, iniciando a via de sintese de prostaglandinas; e)
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proteases que agem sobre o cininogénio (como a bradicinina, por exemplo); f) componentes
do sistema complemento, particularmente Cs, e Cs,, que participam da resposta

inflamatéria.
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7.3.3. Atividade Hemorragica:

Sanchez et al. (1992) determinaram a dose minima hemorragica induzida pelé'

veneno de B. leucurus como 33,6 pg/rato, semelhante a determinada por nos para o0 veneno
das serpentes procedentes do Sul/Sudeste baiano — SB (39,8 ug/rato) € menor que a
determinada para o veneno das serpentes da Regido Metropolitana do Salvador - RMS
(79,0 pg/rato). De qualquer modo, o veneno procedente da primeira regido foi mais potente
em provocar hemorragia do que o das espécies B. alternatus e B. neuwiedi diporus
procedentes da Argentina e B. neuwiedi mattogrosensis procedente da Bolivia, (44,2, 50,3 e
46,3 pg/rato, respectivamente) e menos potente que todos os outros venenos botrépicos (B.
castelnaudi — 7,5 pg/rato, B. neuwiedi urutu — 10,7 ug/rato, B. moojeni — 13,4 pg/rato, B.
jararaca - 16,1 pg/rato, B. atrox — 16,9 pg/rato, B. alternatus — 26,4 ug/rato e B.
erythromelas — 29,3 pg/rato), testados por Sanchez et al. (1992).

Uma menor a¢do hemorragica no veneno de B. leucurus procedentes da RMS,
pode explicar a pequena percentagem de disturbios hemorragicos observados nos
envenenamentos por esta espécie, nesta regido (tais como hemorragia, hematémese,
hemoptise e epistaxis, presentes em 3,5%, 1,8%, 1.8% e 0,9% dos acidentes,
respectivamente, e sangramento local observado em 7,9% dos casos) (Lira-da-Silva, 1996).
Os estudos realizados com a pegonha desta espécie € com a de B. moojeni, novamente
enfatizam dados obtidos no envenenamento destas espécies, onde um tipo de hemorragia
sistémica. como a hematuria, foi mais freqiiente no acidente por B. moojeni (5,8%%) do

que por B. leucurus (2,6%), que apresentou DMH menor.

Além de uma a¢do mais hemorragica do veneno, outros fatores podem
contribuir para uma sindrome hemorrdgica mais acentuada, como a quantidade de veneno
inoculada, via de inoculagio, uso do garrote e tempo decorrido até o atendimento medico,

j& que Rodrigues ef al. (1988) referem um quadro de grande magnitude para acidentes
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botrépicos na Bahia, com 15,7% de hemorragia local, 12,2% de gengivorragia, 1,6% de
epistaxis € 1,26% de hematémese, que pode ter refletido a “crise nacional do soro anti-
ofidico”, de 1985 a 1987, que levou a Bahia a apresentar a maior incidéncia de 6bitos,
caracterizada pela escassez de antiveneno, obrigando os pacientes a passar por diversos

servigos de satde, aumentando o tempo até o atendimento clinico.

A atividade hemorrégica especifica do veneno desta espécie (11,02 + 4,87
U/mg) mostrou-se semelhante a do veneno de B. erythromelas (14,72 + 4,5 U/mg) e 2.9
vezes maior que a da pegonha de B. jararaca (31,60 + 3.2 U/mg), referidas por
Vasconcelos (1996).

A atividade hemorragica refere-se a fragdo do veneno que causa sangramento
(extravasamento de plasma e células para o espago extracelular) pela acdo direta sobre o
endotélio do vaso sangiiineo (Oshaka, 1979; Bjarnason & Fox, 1989). Estas fragdes sdo
completamente diferentes das que afetam a coagulagdo sangiiinea e sdo denominadas

hemorraginas, fatores ou principios hemorrdgicos.

Ja estd extensivamente demonstrado que estas hemorraginas sdo enzimas
proteoliticas (Oshaka, 1979; Kamiguti & Cardoso, 1989), metaloproteinases e representam
cerca de 1% do veneno total (Franga & Fan, 1992). Elas sio enzimas proteoliticas de alta

especificidade pelo substrato, que induzem a hemorragia quando injetadas.

O mecanismo de agdo destes principios hemorragicos foi bem estudado por
Oshaka em 1979, que considerou que as hemorraginas atuam sobre a permeabilidade

vascular, o endotélio vascular, a membrana basal e alteram o mecanismo hemostatico.

Para que a hemorragia ocorra, os eritrécitos devem passar por duas barreiras
que formam a parede dos vasos: as células endoteliais ¢ a membrana basal. Existem
informagbes divergentes quanto ao mecanismo pelo qual os eritrocitos passam pela
primeira barreira (células endoteliais). Varios pesquisadores analisaram a patogénese
induzida por toxinas hemorréagicas isoladas de Bothrops jararaca e concluiram que a
hemorragia, ocorre “per diapedesis”, sucedendo a abertura das jungdes das células
endoteliais dos capilares através do qual as hemacias escapam (Oshaka, 1979). O
mecanismo pelo qual essas jungdes se abrem nao foi determinado, talvez a abertura seja

mediada pela liberagdo de histamina, serotonina e outras substncias.
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Por outro lado, Grotto et al. (1967 apud Ohsaka, 1979) e Mackay ef al. (1970
apud Ohsaka, 1979), estudando as hemorraginas do veneno de Vipera palestinae e Ownby
et al. (1978), Ownby et al. (1988 apud Ownby, 1990) as de Crotalus horridus horridus e
Agkistrodon b. bilineatus, mostraram evidéncias que estas induzem a hemorragia “per
rhexis”, onde ocorre o rompimento da integridade das células endoteliais, levando a

grandes aberturas intracelulares por onde ocorre 0 extravasamento sangiiineo.

7.3.4. Atividade Necrosante:

Com relagdo a atividade necrosante especifica, a apresentada por B. leucurus
foi 3,02 + 0,65 U/mg de veneno. Sanchez er al. (1992) determinaram a dose minima
necrosante (DMN) como 73,2 pg/rato, com agdo superior a encontrada em nosso trabalho
para as regides SB e RMS (242 e 300 pg/rato, respectivamente), demonstrando baixa
atividade necrética desta espécie, mesmo quando comparada com as outras espécies de
Bothrops estudadas por estes autores e com a B. erythromelas (144,5 pg/animal), obtida por
Vasconcelos (1996).

Isto explica a pequena frequéncia de necrose (4,4%) registrada nos acidentes
por B. leucurus da RMS (DMN = 300 pg/rato) (Lira-da-Silva, 1996), quando comparado
com os acidentes provocados por B. moojeni (cuja DMN € igual 43,3 pg/rato, referida por
Sanchez et al., 1992), na regido de Sdo José do Rio Preto (SP), onde a percentagem de

necrose observada nos pacientes foi quase 2 vezes maior (11,7%) (Kouyoumdjian &
Polizelli, 1988).

Experimentos realizados por Silles-Villarroel ef al. (1978/79b) em cobaias,
demonstrou que o veneno com maior atividade necrosante foi a B. moojeni (DMN = 80-160
ug), seguida de B. jararaca, B. cotiara, B. neuwiedi e B. pradoi (DMN ao redor de 160 pg)
e B. alternatus e B. jararacussu (DMN = 320 pg). Estas tltimas espécies apresentaram
atividade semelhante ao nosso veneno. Independente disso, o efeito local de cada dessas

peconhas foi proporcional a dose inoculada intradermicamente.

Esta atividade do veneno causa lesdo tecidual, que pode ndo estar limitada ao

local da picada, podendo criar danos teciduais em diferentes 6rgdos em casos mais graves.
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Nestes casos, as necroses podem provocar danos permanentes € em acidentes leves o
musculo pode se regenerar (Tu, 1991). Segundo Mebs & Ownby (1990), o termo necrose
local tem sido utilizado tanto para os efeitos do veneno na pele quanto no musculo. Na
pele, esta que trata a DMN obtida neste trabalho, € decorrente da agdo das hemorraginas
que causam, indiretamente, uma condi¢@o isquémica, onde se desenvolve secundariamente
uma agdo disruptiva dos venenos sobre a vasculatura, promovendo a morte celular

(necrose).

A atividade necrosante é bem conhecida no veneno das serpentes da subfamilia
Crotalinae, sendo devida em parte, a agdo de enzimas proteoliticas (proteases e fosfatases),
que estdo estritamente relacionadas as atividades hemorragica e miotoxica (Ohsaka, 1979).
A atuagdo destas enzimas sobre substratos diversos pode ocorrer de duas formas: a) pela
acdo direta do veneno causando lesdo tecidual ¢ b) pela a¢do indireta devido a liberagdo de
substdncias dos tecidos lesados que. sendo mediadores do processo inflamatério, ampliam

estas mesmas lesdes.

7.3.5. Atividade Coagulante:

A atividade coagulante sobre o plasma humano citratado foi discordante da
relatada por Sanchez et al. (1992), que referem DMC-p igual a 1.4 mg/l, enquanto que a
obtida por nos foi 85,98 mg/l (para o veneno total), cerca de 60 vezes menor. A DMC-p
encontrada neste trabalho, no entanto, foi maior do que a obtida por Bezerra (2000), que foi
igual a 21,37ug/ml. Esta atividade é a que se relaciona com determinadas toxinas capazes
de ativar a cascata da coagulagio ao nivel dos fatores I (fibrinogénio), fator X ou
protrombina, causando a coagulagdo do sangue (Nahas et al., 1979; Kamiguti ef al., 1985,
1988; Kamiguti & Cardoso, 1989; Franca & Fan, 1992, Markland, 1998), na presenca de

fosfolipideo e calcio.

Para Bezerra (2000), a atividade que mais apresentou varia¢do no seu trabalho,
realizado com a pegonha de B. erythromelas, foi a coagulante, talvez pela presenca de
filhotes em alguns “pools”, que, segundo Furtado er al. (1991), tem reconhecidamente
atividade coagulante mais intensa que os adultos. Isto pode explicar a grande diferenca

encontrada nosso trabalho em relagdo ao de Sanchez er al. (1992), considerando que na
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nossa amostra so estavam presentes venenos de cobras adultas. O mesmo foi observado por
Bezerra (2000), que encontrou atividade coagulante, aproximadamente, 14 vezes menor
que a encontrada por Zapellini (1991) e 1,9 vezes menor do que a obtida por Vasconcelos
(1996).

Apesar das diferengas encontradas, por diferentes autores, em cada um dos
venenos estudados, a coagulopatia observada nos acidentes provocados por B. leucurus é
semelhante a encontrada para outras espécies de Bothrops, que esta geralmente em torno de
50% (levando-se obviamente em consideragdo a diferenga ontogenética, ja mencionada,
para esta atividade). Lira-da-Silva & Nunes (1993) e Lira-da-Silva (1996), referiram uma
percentagem de 40.6% e 58,2% de alteracdes na coagulagdo, respectivamente. Estudos
realizados por Maryuama et al. (1990) e Kamiguti e al. (1991a), no estado de Sdo Paulo,
demonstraram que cerca de 56% dos pacientes picados por B. jararaca apresentavam
disturbios na coagulagdo, enquanto que Ribeiro & Jorge (1990), referem que 44,3% dos
pacientes, picados por esta mesma serpente, na mesma regido, apresentou TC incoaguldvel
€ 9.9% TC prolongado. Nishioka & Silveira (1992) referem uma percentagem de 54% de
alteragdo para B. moojeni e B. neuwiedi no Tridngulo mineiro (MG) e Queiroz & Moritz
(1989) afirmaram que 45,1% dos pacientes picados por B. jararaca e B. jaracussu, na
regido de Florianopolis (PR), apresentavam TC alterado. Estes indices foram bem maiores
quando o acidente envolveu a espécie B. moojeni, na regido de Sio José do Rio Preto (SP),
com 73% de alteragdo do TC, no trabalho publicado por Kouyoumdjian & Polizelli (1988)
e 75% no publicado por Kouyoumdjian et al. (1990) e B. atrox no Amazonas (Leticia), com
70% de alteracdo do TC, segundo Haad (1980/81).

Estes achados clinicos corroboram, na maior parte da vezes, os achados
experimentais onde a serpente que apresentou a menor DMC-p foi a B. leucurus (1,4 mg/l),
seguida de B. moojeni (3,4mg/l), B. atrox (6 a 8 mg/l), B. neuwiedi (4,5 a 6 mg/l), B.
jararaca (5 a 15 mg/l) e B. jararacussu (27,5 mg/l).

A atividade coagulante sobre fibrinogénio, também mostrou-se claramente
discordante da relatada por Sanchez et al. (1992) que referem DMC-f igual a 2,8 mg/l),
enquanto que a obtida por nos foi 41,0, 53,1, 54,3 e 48,7 mg/l, respectivamente para os

venenos de serpentes procedentes da SB, RMS de machos e fémeas, indicando que foi em
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média 18 vezes menor, apesar da variagdo geografica e sexual observada. Vasconcelos
(1996) também observou uma varia¢do regional do veneno da serpentes B. erythromelas
procedentes da area de abrangéncia da Usina Hidroelétrica de Itaparica, que apresentou
atividade trombina-simile e da Usina Hidroelétrica de Xingo, cuja atividade estava ausente
neste veneno. Isto aponta para uma variagdo intraespecifica desta pegonha no que diz

respeito a variagdo geografica.

Esta atividade € a que se relaciona com determinadas toxinas (enzimas
serinoproteinases do tipo thrombin-like), capazes de ativar a cascata da coagula¢do ao nivel
do fator I (fibrinogénio), induzindo sua coagulacido e causando inicialmente a coagulagdo
do sangue, formando microcodgulos, e posterior incoagulabilidade (Nahas et al., 1979;
Kamiguti ez al., 1985, 1988; Kamiguti & Cardoso, 1989; Pirkle & Theodor, 1991,
Markland, 1998).

A agdo direta sobre o fibrinogénio € conhecida como “tipo trombina™ e foi pela
primeira vez demonstrada no veneno botropico, por Eagle, tendo sido isolada e
semipurificada por Klobiisitzky & Konig. Diferente da trombina que hidrolisa cadeias o e
do fibrinogénio, liberando fibrinopeptideos A e B, a fragdo “trombin-like” libera apenas
fibrinopeptideo A da cadeia o. Nestas condi¢bes, ndo ocorre a formacdo dos dimeros de
fibrina, etapa inicial da produgdo de fibrina fisiologica. A estabilizagdo dos polimeros de
fibrina € também prejudicada pois ndo ocorre ativagdo do fator XIII. Consequentemente, a
fibrina formada pela acdo destas fragbes € bastante instavel, sendo rapidamente degradada
através da ativagdo secundaria do sistema fibrinolitico. Deste modo, pacientes picados por
serpente com veneno que contém atividade “trombin-like” tendem a apresentar trombos

intravasculares que sdo degradados rapidamente (Franga & Fan, 1992).
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7.3.6. Atividade Anticoagulante ou Fibrinolitica:

O veneno botrépico € bem conhecido pela sua atividade pro-coagulante, no
entanto sd3o escassos os estudos referentes a sua propriedade anti-coagulante (Komalik,
1966 apud Kamiguti et al., 1985). Sanchez et al. (1992) demonstraram que a B. leucurus
possui veneno com a maior atividade defibrinante (DMD = 3.4 mg/camundongo) dentre as
8 espécies de Bothrops estudadas, sendo concordante com os dados obtidos no nosso

trabalho (4,25 mg/camundongo), apesar de um pouco maior.

Este tipo de atividade € responsavel por agir indiretamente ativando o sistema
fibrinolitico, estimulando a liberagdo de ativadores de plasminogénio das células
endoteliais, capazes de transformar plasminogénio em plasmina, que exerce agéo
proteolitica sobre a fibrina, desestabilizando-a (Markland, 1998). Diretamente pode agir
pela acdo de proteinases acidas ou basicas que tanto catalizam a fibrina como também o
fibrinogénio (Stocker, 1990).

Markland (1998) afirma que a atividade anticoagulante tem sido reportada no
veneno de diferentes serpentes e também ¢€ atribuida a ag¢do de proteinas para: a) a ativa¢do
de proteina C, b) a inibi¢do de fatores da coagula¢do IX e X pela proteina do veneno que se
liga em ambas as proteinas coagulantes, ¢) a um inibidor de trombina e d) fosfolipases que
degradam fosfolipideos envolvidos na formagdo de complexos criticos para a ativagdo da

cascata da coagulacdo.

Estes dados experimentais podem ajudar a explicar porque 12 horas apds o
acidente, inclusive apds a soroterapia, dos 75 pacientes acompanhados, 65,3% apresentava
TC normal, 22,7% alterado e 12,0% incoagulavel e 18 horas apds, para 29 pacientes,
observou-se que: 75,9% tinha TC normal, 20,7% alterado e 3,4% incoaguladvel. Embora
tenha havido uma restaura¢do importante com o tratamento especifico (soro anti-veneno), o
tempo para normalizagdo do TC nos pacientes picados por B. leucurus foi maior que 24
horas, diferente do observado para B. moojeni (17 horas) e B. jararaca (12 horas), talvez

devido a sua potente atividade anticoagulante (Lira-da-Silva, 1996).
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7.3.7. Atividade Miotoxica:

O veneno de B. leucurus apresentou atividade miotoxica equivalente as
peconhas de B. moojeni e B. asper e menor que a atividade demonstrada pela B. neuwiedi,
todas de mesmo grupo taxindmico (grupo ATROX), quanto a liberagdo de Creatinoquinase
(CK). Segundo Andrido-Escarso et al. (2000), todos os venenos testados (B. alfernatus, B.
asper, B. atrox, B. jararaca, B. jararacussu, B. moojeni, B. neuwiedi e¢ B. pirajai)
induziram liberagio de CK, 3 horas apods a injegdo, devido a agdo direta sobre o musculo
pelas suas miotoxinas; e em alguns casos, pela agdo indireta (6 horas apés), devido ao

efeito de proteases sobre 0s vasos sangiiineos.

A inje¢do do veneno de B. jararacussu, segundo Thattasserry ez al. (2000),
aumentou o CK no plasma do nivel basal a até 8 vezes, quando injetou-se doses de 12,5 a
100 pl de 0,5 mg/Kg da pegonha, demonstrando a importancia da dose e do volume de uma

inje¢do intramuscular na atividade miotoxica do veneno desta espécie.

Nédo s6 o veneno de serpentes do género Bothrops, mas também do género
Lachesis, apresenta importante atividade miotoxica, como demonstrado por Fuly et al.
(2000). Estes autores mostraram um aumento da CK plasmética a partir de injegdes
intramusculares do veneno de Lachesis muta, de maneira dose-dependente, corroborando os

resultados acima descritos para B. jararacussu.

O estudo histopatologico demonstrou que as 4 amostras do veneno de B.
leucurus (procedentes da RMS e SB, O e ) produziram um efeito mionecrotico evidente
sobre as fibras musculares do diafragma de camundongos das prepara¢des nervo frénico
diafragma (NFD) e diafragma cronicamente desnervado (CDC). Estes dados concordam
com os dados da bibliografia relativa, onde estudos experimentais puderam demonstrar esta
atividade tanto nos venenos de serpentes do género Bothrops (B. asper, B. godmani, B.
lateralis, B. nasuta, B. nummifer, B. ophyomegas, B. picadoi e B. schlegelii da Costa Rica e
de B. alternatus, B. atrox, B. insularis, B. jararaca, B. jararacussu, B. moojeni, B.
neuwiedi, B. pirajai e B. pradoi do Brasil) (Gutiérrez et al. 1989; Gutiérrez & Lomonte,
1989, 1995, 1997; Costa et al., 1999; Andrido-Escarso ef al., 2000), Lachesis, Crotalus €
Micrurus (Gutiérrez et al., 1980; Casais-e-Silva, 1995; Fuly et al., 2000), quanto na

peconha de outras espécies viperideas e elapideas.
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Segundo Gutiérrez & Lomonte (1989), a mionecrose é uma conseqiiéncia do
envenenamento por espécies do género Bothrops, responsével pelo aparecimento de danos
teciduais locais (Ledn ef al., 1998). Este efeito é decorrente da miotoxicidade do veneno
que possui toxinas com habilidade para induzir necrose de musculo esquelético
(mionecrose) e vem sendo estudada in vivo, a partir de injecées intramusculares, ou in vitro,
a partir da incubagdo de diversos misculos dissecados de diferentes animais (Gutiérrez &
Lomonte, 1997).

Existem dois caminhos pelos quais o veneno de Bothrops afetam as células
musculares: (a) diretamente, pela a¢do das miotoxinas que provavelmente comprometem a
integridade da membrana plasmética do miisculo esquelético e (b) indiretamente, por uma
condigdo isquémica que se desenvolve secundariamente & agdo disruptiva dos venenos
sobre a vasculatura. Nesse sentido, a miotoxicidade pode resultar de uma agfo direta de
miotoxinas sobre a membrana plasmética das células musculares ou pode ser devido a uma
degeneragdo vascular indireta e isquemia causada por metaloproteinases do veneno
(Rodrigues et al., 1998; Andrido-Escarso ez al., 2000).

Hoje existem algumas técnicas que quantificam a mionecrose induzida, tais
como: (a) quantificagdo dos niveis séricos da enzima creatinoquinase, mais especificamente
a isoenzima CK-MM:; (b) quantificacdo da liberagdo de CK in vitro de preparagdes de
musculo esquelético incubado com veneno; (¢) quantificacdo do contetido residual de CK
no musculo injetado com o veneno ou a toxina isolada (técnica utilizada neste trabalho); e
(d) pela estimativa quantitativa histolégica do dano muscular, pelo nimero de células

necroticas e sadias (Gutiérrez & Lomonte, 1989, 1995).

As lesdes mionecréticas, promovidas pelo veneno de B. leucurus, foram dose-
dependente e caracterizaram-se pela seguintes alteracdes: célula muscular edemaciada e
com perfil arredondado (“baloniza¢do™), lesdes “delta” sobre a membrana celular,
vacuolizagdo, regides de hipercontragio e condensagio das miofribrilas, alternado-se com
espagos vazios no sarcoplasma, de focais até extensas areas de degeneracdo das fibras

musculares e grandes dreas de degeneragdo de aspecto rendilhado.

O que chamamos de “balonizagdo™ refere-se & célula muscular arredondada,

bastante edemaciada e que caracteriza o inicio da necrose muscular. Esteve presente na
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patogénese da mionecrose induzida pela pegonha de B. leucurus e também de B.
erythromelas (Zamunér, 1997) e Crotalus durissus terrificus (Franco, 1997). Esta lesao
caracteriza-se =~ mais freqiientemente pela primeira alteragdo celular observada em
preparagdes, ou seja, in vitro, € segue-se a vacuolizagdo e posterior aparecimento de lesoes
do tipo “delta”. Neste caso, compreende o processo onde a regeneragdo muscular €
possivel.

As lesdes “delta” sdo tipicas de doencas como a distrofia muscular Duchenne e
sdo descritas como espagos triangulares claros no citoplasma com a base voltada para a
membrana e apice para o centro. Gutiérrez et al. (1989) e Fletcher et al. (1997) as
consideram-na mais como a primeira alteragdo morfolégica para estudos in vivo,
aparecendo na primeira hora apds o contato com o veneno e representando o estagio inicial

da degeneragdo celular, devido as discretas lesdes na periferia destas células.

Em experimentos realizados por Gutiérrez er al. (1989) sobre a miotoxicidade
do veneno de B. nummifer, estes autores sugeriram que a membrana plasmatica da c€lula
muscular seja o sitio primario de agdo da miotoxina. Segundo Gutiérrez (2000), as PLA;s
miotoxicas agem inicialmente na membrana celular se ligando a alvos moleculares ainda
ndo identificados; esta entdo comeca a ser afetada e cedo lesGes “delta” aparecem na

periferia da c€lula muscular, formando areas subjacentes onde a membrana € destruida.

Outra evidéncia da lesdo precoce da membrana celular € a liberagdo das
enzimas creatinina e creatinaquinase, concomitante com um aumento proeminente de célcio
no musculo e dehidrogenase latica. A miotoxina afeta a integridade da bicamada
fosfolipidica, liberando peroxidase e pode se ligar e penetrar no musculo esquelético por
meio de interagdes hidrofdbicas, através das proteinas de membrana. Esta penetragdo pode
levar a desorganizagdo e disrupgdo da organizagdo supramolecular da membrana. Da agdo
da miotoxina resulta a liberagio de marcadores intracelulares que movimentam o calcio
para dentro da célula. O acimulo desta substancia tem multiplos efeitos deletérios tais
como a hipercontragio dos filamentos, morte da mitocondria e ativagdo de proteases e
fosfolipases calcio-dependentes. Este dano muscular ¢ irreversivel e provavelmente ocorre

depois que a membrana celular ¢ afetada pela toxina.
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Assim, para Gutiérrez (2000), uma seqiiéncia estereotipada de eventos
degenerativos se seguem, caracterizada por hipercontragio dos miofilamentos, aumento
mitocondrial associado com a formagdo de flocos densos, ruptura do reticulo
sarcoplasmatico e tibulos T e picnose nuclear. Estes eventos estio provavelmente
associados com o proeminete influxo de célcio e com a ativagdo de PLA,s citosélicas
célcio-dependentes e proteinases. Por ultimo, algumas proteinas citoesqueléticas comegam
a se degradar e, como conseqiiéncia, miofilamentos se distribuem mais uniformemente no
espago celular. Um processo inflamatério se inicia, onde neutréfilos polimorfonucleares e
macrofagos predominam e removem o material necrdtico, dando inicio a regeneragdo

muscular.

A vacuolizagdo ¢ indicativo de necrose inicial, como conseqiiéncia do edema da
célula muscular. Foi observada em praticamente todos os processos de lesdes musculares
até agora estudados pelos venenos de serpentes. Cogo er al. (1993), observaram
vacuolizagdo das fibras musculares, apds incubagdo de 80 ug do veneno de B. insularis
com o musculo biventer cervicis de pintainho, induzindo a uma perda completa das
miofibrilas.

O estudo morfolégico das alteragdes induzidas pela pegonha de B. insularis
injetada no musculo peitoral esquerdo de pintainho realizado por Cogo (1991), demonstrou
necrose muscular localizada em alguns pontos do musculo, além de aspecto amorfo e
desorganizado e vesiculagdo das fibras musculares. O veneno de B. jararaca, na mesma
preparagdo, induziu hipercontragdo de fibras musculares e regides do misculo com éarea de

lise evidente no citoplasma da célula muscular com interrupgio das miofibrilas.

Estudo realizado por Zamunér (1997), demonstrou in vitro, a agio de diferentes
venenos botrépicos e de C. d. ferrificus, sobre a estrutura histolégica do musculo biventer
cervicis de pintainho, com diferentes tipos de altera¢cdes nas fibras musculares, na dose de
200 pg/ml, a maioria concordante com as obtidas por nOs para o veneno de B. leucurus. Os
venenos de B. jararaca, B. moojeni e B. jararacussu, mostraram atividade miotéxica
importante que se expressou pela destruicdo abrupta parecendo “quebrada”, lise de feixes,
hipercontragdo e desestruturagdo das miofibrilas. Segundo este autor, a peconha de B.

neuwiedi foi a que produziu as alteragdes mais severas nas fibras. dentre os venenos
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botropicos, com destruigio maci¢a na porgdo central do misculo, revelada pela ampla
regido vazia, inclusive com a presenca de miofibrilas esgargadas com aspecto de rede
frouxa. O veneno que apresentou a maior atividade miotoxica foi o veneno de C. d.
terrificus  revelado  pelas  importantes  alteragdes  morfologicas  observadas
preponderantemente nas fibras musculares centrais do musculo, destruindo total ou

parcialmente muitas delas.

Franco (1997) refere lesdes caracteristicas de mionecrose, semelhantes a
encontrada por nés, na crotoxina isolada e no veneno total de Crotalus durissus terrificus,
tais como células com perfil arredondado (balonizagdo), lesdes “delta”, hipercontragdo,
fragmentagio e condensacio de miofibrilas, lise com desorganizagdo do material
intracelular, deformagdo na disposigdo das fibras e aspecto mionecrético das fibras com
padrio em mosaico “rendilhado”, na dose de 10 pg/ml na preparagdo extensor digitorum
longus de camundongos. A dose de 50 pug/ml da pegonha de B. jararacussu, nesta mesma
preparagdo, produziu intensa mionecrose, com fibras musculares fragmentadas, miofibrilas
condensadas e nucleos picnéticos. enquanto que a concentragdo de 20 upg/ml de
botropstoxina induziu mionecrose (da condensagdo das miofibrilas até o desaparecimento

de fibras), s6 que o grau de les@o foi inferior ao exibido pelo veneno total.

Costa et al. (1999) também referem que o veneno de B. pirgjai causa extensa
mionecrose em preparagio de musculo extensor digitorum longus (EDL) de camundongos
e liberacio de CK, atribuida a componentes proteoliticos e miot6xicos do veneno que
podem estar associados com atividade fosfolipasica. Um de seus componentes, a piratoxina
I, uma miotoxina sem atividade PLA, provocou igualmente necrose muscular, pela acéo
direta sobre a integridade do sarcolema ao longo das interagbes hidrofobicas com a
bicamada fosfolipidica. Tais lesdes foram caracterizadas por baloniza¢do, vacuolizagdo,

hipercontragdo e agregamento das miofibrilas.

Segundo Fletcher et al. (1997), trés diferentes tipos de mudangas patologicas
podem afetar uma mesma célula muscular: (1) presenca de vactolos, (2) desorganizagado
das miofibrilas com aparéncia “manchada” e (3) regido central da célula contendo densas
contragdes (hipercontratilidade) e agrupamentos de miofibrilas intercalados com dreas

claras as quais aparecem destituidas de algumas organelas. Para Gutiérrez & Lomonte
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(1997), as contragdes musculares podem ser observadas dentro de segundos apds a
aplicagdo da miotoxina, causando evidentes distorgSes nos vasos sangiiineos e células
musculares. Tais contragdes cessam depois de poucos minutos e sdo devidas,
provavelmente, ao influxo precoce de Ca®* para dentro da célula apds o dano da membrana
plasmatica. Este fendmeno € seguido da retragdo das miofibrilas até a completa ruptura
transversal da fibra muscular. Estas observagdes também foram feitas para a atividade
fosfolipasica da notexina e seu papel no dano muscular, devido a sua capacidade de
hidrolisar ou solubilizar fosfolipideos das membranas e aumentar a permeabilidade da
membrana, promovendo o influxo de calcio e consegiiente hipercontragdo (Harris &
MacDorell, 1981).

O fato do edema intersticial, estar presente em todas as doses testadas. indica
que ndo houve preservacido das propriedades das membranas das fibras celulares e esta de
acordo com os dados de Fletcher ez al. (1997) que referem o aparecimento de um intenso
edema intersticial, assim como substancial infiltragao por leucécitos polimorfonucleares, de
1-3 horas apés a inje¢do de miotoxina do tipo PLA,, sendo este mais um indicio de que as

miotoxinas da pegonha de B. /leucurus podem ser deste grupo.

Exame histopatolégico realizado por Andrido-Escarso er al. (2000), mostrou
severa mionecrose apods inoculagdo intramuscular da miotoxina de B. jararacussu,
caracterizada por um edema intenso e perda da estrutura da célula muscular, que foi
acompanhada por infiltragdo de leucécitos e nenhuma lesdo foi observada nos vasos (veias

ou artérias).

Guti€rrez & Lomonte (1997) referem que as miotoxinas do veneno de Bothrops
(miotoxinas I, II e IIl de B. asper e miotoxina de B. nummifer) induzem edema
rapidamente; este efeito atinge seu pico em uma hora apés a inje¢do do veneno e
permanece alto por algumas horas. A inibigdo do edema precoce (30 minutos) induzido
pela miotoxina I de B. asper, com o pré-tratamento com antagonistas de histamina e
serotonina, ¢ do edema tardio (5 horas) com a aspirina, indica o envolvimento de aminas
biogénicas na primeira fase e das prostaglandinas na fase tardia deste fendmeno.

Finalmente, o edema pode ser causado primariamente pela degranulacdo direta de
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mastocitos expostos as miotoxinas, secundariamente pelas reagdes promovidas pelo dano

celular ou por um efeito direto da miotoxina sobre as células endoteliais.

Nenhuma anormalidade foi observada nos nervos ou parte de vasos sangiiineos,
mesmo nas doses mais altas, o que caracteriza a miotoxicidade do veneno de B. leucurus,
considerando que o termo miotoxina implica em uma acdo direta e especifica da toxina
sobre o musculo esquelético. Para Fletcher ef al. (1997), a “verdadeira” miotoxina nao
destr6i nervos terminais, células satélites, vasos sangiiineos ou tecido conectivo. Gutiérrez
et al. (1989) e Gutiérrez & Lomonte (1997), corroboram esta tese afirmando que
observagdes sobre o tecido muscular injetado com as miotoxinas isoladas do veneno de

Bothrops, revela a auséncia de alteragdes histologicas em vasos € nervos.

A mionecrose ocorre em uma variedade de condigdes patologicas, tais como
distrofia e isquemia, como também apés a administragdo de drogas, toxinas e venenos.
Entre estes agentes, os venenos de serpentes, ou mais particularmente as toxinas isoladas
destes venenos, podem ser usadas no desenvolvimento de modelos experimentais para o
estudo da degeneracdo muscular e sua posterior regeneragio (Gutiérrez et al., 1989). O
dano muscular e regeneragdo induzida pelas PLA,s do veneno de serpentes, constituem
excelentes modelos para investigar aspectos gerais da patologia muscular, como também as
muitas similaridades entre estes eventos e os associados com uma variedade de doengas

musculares (Gutiérrez, 2000).

Houve varia¢do regional em todas as atividades biologicas testadas, ja que o
veneno das serpentes procedentes da SB apresentou atividades hemorragica (tanto
utilizando-se a técnica de dosagem de hemoglobina por espectofotdmetro, quanto a
observada na medigdo da 4rea hemorragica), necrosante ¢ miotoxica (liberagdo de CK)
maior que o da RMS. No entanto, a atividade coagulante desta tltima foi maior que o da
SB. A variagio sexual também foi observada, considerando que o veneno das fémeas

apresentou atividade coagulante maior que o de machos.

Sanchez et al. (1992) também referem variagio geogrifica nas atividades
hemorragica, necrosante e coagulante do veneno de B. alternatus procedente do Brasil e da
Argentina (DMH de 26,4 ¢ 44.2 pg/rato, DMN de tragos e 172,8 pg/rato e DMC-fde 30.4 e

52.0 mg/l, respectivamente) e do veneno de B. atrox procedentes do Brasil e do Peru (DMH
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de 16,9 e 14,5 pg/rato, DMN de 23,9 e 178,5 pg/rato e DMC-f de 2.5 e 6,0 mg/l,
respectivamente). Variagdo na miotoxicidade foi referida em fungio da idade da serpente B.
atrox, por Chaves er al. (1992) que afirmaram que o dano tecidual local induzido por
filhotes diferia do induzido pelo veneno das adultas em alguns caminhos: (a) a hemorragia
¢ mais extensa depois da inje¢do do veneno de filhotes; (b) o veneno dos filhotes induzem
efeitos mais drdsticos sobre as artérias e veias e provocam um edema mais proeminente e

(c) o veneno das adultas tem a¢do miotdxica mais potente que o dos filhotes.

7.3.8. Atividade sobre a Jun¢dao Neuromuscular:

A relacéo direta entre a toxicidade do veneno e a sua capacidade em bloquear a
resposta contratil de preparagdes isoladas nio foi observada por Zamunér (1997), ja que os
seus resultados demonstraram uma considerdvel diferenga entre a poténcia de alguns
venenos botrépicos e a capacidade bloqueadora neuromuscular. Exemplo disso foi a menor
toxicidade da pegonha de B. neuwiedi (1,56 mg/kg) em relagdo a B. erythromelas (0,55
mg/Kg) e a maior atividade neurotdxica (podendo causar bloqueio a uma concentrag¢do a
partir de 5 pg/ml). Nossos dados corroboram esta informagao, considerando que os venenos
da SB e de machos foram mais toxicos, porém menos capazes de promover o bloqueio de

50% da resposta contrétil em preparagdes NFD do que os venenos da RMS e de fémeas.

Em 1971, Rosenfeld classificou o envenenamento botrépico como decorrente
das seguintes atividades patologicas: proteolitica, hemorragica e coagulante, corroborado
por estudos clinico-epidemiologicos realizados até hoje. Por essa razdo, os estudos do
veneno das serpentes do género Bothrops foram direcionados para entender a génese da
dor, edema e inflamagdo, da hemorragia, da alteracdo da coagulabilidade sangiiinea ¢ da

necrose extensa dos tecidos, em particular do musculo esquelético (miotoxicidade).

A atividade do veneno de serpente do género Bothrops sobre a jungdo
neuromuscular, foi experimentalmente reportada para B. jararacussu (Heluany et al., 1992;
Rodrigues-Simioni et al., 1983; Franco, 1997; Zamunér, 1997), B. jararaca (Cogo, 1991;
Zamunér, 1997), B. insularis (Cogo, 1991; Cogo et al., 1993, 1998), B. neuwiedi (Zamunér,
1997; Borja-Oliveira, 1998; Borja-Oliveira et al., 1998; Durigon et al., 1998), B.

erythromelas (Zamunér, 1997) e B. moojeni (Zamunér, 1997). Mais recentemente, tem-se
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registrado o efeito do veneno de B. leucurus em musculo biventer cervicis de aves e jun¢do
neuromuscular de mamiferos (Lira-da-Silva e al., 2000b; Prianti et al., 2000a, 2000b).

A dificuldade tem sido no sentido de comparar os resultados encontrados pelos
diversos autores, ja que sdo utilizadas diferentes preparagdes tais como o biventer cervicis
de pintainho, nervo frénico musculo diafragma de camundongo (NFD), extensor digitorum
longus de camundongo (EDL), cutaneous pectoris de ra, entre outros. Estes musculos
apresentam caracteristicas particulares, tanto bioquimicas quanto fisiologicas das suas
fibras musculares, tornando-se mais ou menos sensivels a determinados venenos. Também
deve-se levar em consideragdo que a sensibilidade da preparagdo pode estar associada a

preferéncia alimentar da espécie de serpente em estudo.

Apesar disso, Harvey ef al. (1994) afirmam que a preparagdo biventer cervicis
de pintainho € a melhor para estimar a neurotoxicidade de venenos de serpentes porque usa
poucos animais, pouco aparato € pouco veneno. Além da preparagdo ser facilmente
dissecada, robusta, dar rapidos resultados e detectar efeitos pré e pds—juncionais e efeito
direto sobre o musculo. No entanto, € pouco sensivel para estudar efeitos miotoxicos com
exatiddo. Isto talvez explique a menor sensibilidade desta prepara¢do para o veneno de B.
leucurus que tem importante ag¢do miotdxica. O veneno de Trimeresurus flavoviridis, por
exemplo, também foi mais potente em preparagdes de mamiferos do que de aves (Harvey et
al., 1994).

Existe concorddncia entre todos os autores que trabalharam com a
“neurotoxicidade” dos venenos botropicos no sentido de que: 1°) o bloqueio da resposta
contratil provocado pelos diferentes venenos estudados € irreversivel; 2°) a maioria
apresenta ag¢do pos-sinaptica, sugerindo que seu sitio de agdo € principalmente o dano
causado a membrana da célula muscular; 3°) B. insularis e B. neuwiedi tém veneno com
acdo pré-sinaptica pois induz uma facilitagdo da transmissdo neuromuscular, representada
pelo aumento de amplitude da resposta contratil, antes do aparecimento do bloqueio e isto
foi observado na maioria dos nossos experimentos, quando utilizadas amostras de veneno
de fémeas e de machos de B. leucurus. No caso da peconha de B. insularis este efeito €
mediado por uma fragdo incomum de PLA; que contribui para a agdo neuromuscular do

veneno total e 4°) baixas concentragdes de veneno (20 pg/ml) revelam uma agdo pré-
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sindptica e altas doses (200 pg/ml) revelam agio pés-sindptica, 0 que parece indicar a
presenga de componentes miotoxicos, fato também observado por Harvey ef al. (1994) para

outros géneros de serpentes elapideas e viperideas.

Segundo Vital Brazil (2000), o bloqueio da transmissdo neuromuscular ¢ um
dos efeitos mais importantes pelo qual as presas de animais venenosos sdo imobilizadas e
mortas pela inoculagio dos seus venenos. Ele é produzido por agdes pré e pds-sinapticas. O
bloqueio pré-sinaptico pode ser induzido por alguns mecanismos de inibigdo da liberagdo
da Acetilcolina (ACh) pelos impulsos nervosos. O processo de liberagdo da ACh se inicia
com a abertura de canais de célcio voltagem-dependentes nos nervos terminais causando
despolarizagdo da sua membrana elicitada por potenciais de agdo e influxo de jons calcio. O
bloqueio pos-sinaptico é induzido pela interagdo de drogas ou toxinas com Os receptores
das placas terminais nos sitios da ACh (agdo curamimética) ou outros sitios receptores. No
Gltimo caso, a afinidade do receptor para o agonista ¢ grandemente aumentada pela

interagdo agonista-receptor.

O veneno da B. neuwiedi foi a que se mostrou mais potente em bloquear a
jun¢do neuromuscular e inibiu as respostas contrateis & estimulagdo indireta ja nas doses de
5 pg. Do mesmo modo, a pegonha de B. insularis age em nivel pré-sinaptico por conter
uma fracdo incomum de PLA; (Cogo er al. 1993, 1998; Zamunér, 1997). As demais

espécies de Bothrops, até o momento estudadas, parecem agir pos-sinapticamente.

O veneno da B. leucurus mostrou-se uma dos mais potentes no bloqueio da
jungdo neuromuscular (utilizando preparagdes NFD) quando comparado com o resultado de
outros experimentos que utilizaram a preparagdo nervo frénico diafragma de camundongo.
Possivelmente pela origem miotéxica desse efeito bloqueador, uma vez que a se¢ao anterior
demonstrou a atividade miotéxica desta pegonha, comparada com a atividade do veneno da
Bothrops asper, espécie filogenéticamente aparentada e de mesmo grupo taxondomico. Isto
porque a presen¢a de componentes miotoxXicos no veneno de serpentes pode reduzir a
resposta do misculo esquelético a estimulagéo direta ou a exposi¢éo elevada de [K']o e/ou

iniciar contraturas no musculo (Harvey ef al., 1994).

Sdo escassos os trabalhos realizados com o veneno de serpentes do género

Bothrops utilizando a preparagdo diafragma cronicamente desnervado de camundongo,

Discussdo
157



técnica desenvolvida por Vital Brazil (1965) e extensivamente utilizada para avaliar a
resposta acetilcolinica (portanto, a nivel pds-sinaptico) do veneno de corais sul-americanas

(Micrurus).

Em nosso trabalho, verificou-se inibigdo da resposta a Ach (reducdo de 57 a
84%) e da amplitude das contragdes musculares, apos adicdo das quatro amostras de
veneno (RMS, SB, machos e fémeas), de maneira dose-dependente e irreversivel. Isto pode
ser explicado por ocupagdo (afinidade quimica) ou destrui¢do (atividade miotoxica ou
proteolitica inespecifica) dos receptores nicotinicos, j4 que o veneno pode ter uma acdo
direta sobre a fibra muscular, reforgando a sua agdo pos-sinaptica. Estes dados diferem dos
referidos por Vital Brazil (1965) que afirma que as pegonhas botropicas (B. jararaca, B.
alternatus, B. cotiara, B. atrox e B. jararacussu) se mostraram pouco ou nada ativas no
diafragma desnervado. No entanto, este autor ndo afasta a hipétese de que a inibicdo da

contratura acetilcolinica, também seja devida a fosfolipase A, dos venenos botropicos.

Borja-Oliveira (1998) demonstrou que a inibigdo da resposta a estimulacdo
direta somente em doses superiores a 50 pg/ml, nas preparagdes nervo musculo de
pintainho e camundongo, corrobora a indicagdo de que o veneno de B. neuwiedi é
miotoxico. Esse efeito ji foi relatado para outros venenos botrépicos tais como B.
Jjararacussu (Rodrigues-Simioni et al., 1983), B. insularis (Cogo et al., 1993) e B. pirajai
(Costa er al., 1999).

Vital Brazil (1965) refere que a inibicdo da contratura acetilcolinica se deve 2
acdo do veneno na membrana das fibras musculares desnervadas. As fibras musculares
inervadas sdo estimuladas pela Ach somente quando esta atua na regido das placas
terminais; ao contrario, a membrana das fibras musculares desnervadas é sensivel a acao
despolarizante da Ach em qualquer ponto de sua superficie (Axelsson & Thesleff, 1959,
apud Vital Brazil, 1965). A desnerva¢io conduz aparentemente a neoformacgdo de
receptores colinérgicos ao longo da membrana. A conversio desta, em uma superficie
acetil-colinica sensivel permite compreender a razio do aparecimento da resposta
contratural a Ach ap6s a desnervagdo. A contratura acetilcolinica, assim como a provocada
pelo ion potassio em fibras desnervadas e inervadas, deve-se a uma despolarizagio

contemporanea e persistente da membrana dessas fibras. Apesar da peconha de B. leucurus
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ter sido capaz de diminuir este efeito, possivelmente nio deve ser pelo mesmo mecanismo
observado em Micrurus, cujo veneno atua na membrana das fibras musculares desnervadas
(por ocupagido dos receptores — “curare-like”). Isto porque a a¢do acima descrita ndo pode

ser atribuida a a¢do de proteases, enzimas comuns nos venenos botrépicos.

Prianti er al. (2000a) corrobora a hipétese acima, inferindo que o bloqueio
neuromuscular e a contratura provocadas pelo veneno de B. leucurus, em musculo biventer
cervicis de pintainho, com doses de 40 e 160 pg/ml, possivelmente estariam relacionados a

um efeito inespecifico sobre as membranas das fibras musculares.

Observou-se variagdo geografica e sexual na atividade do veneno de B.
leucurus na jungdo neuromuscular, tanto em preparagdes NFD quanto DCD. O veneno de
serpentes procedentes da RMS e fémeas foi mais potente em determinar o bloqueio da
jungdo neuromuscular quando comparado com o veneno de serpentes da SB e machos. Do
mesmo modo, a pegonha de serpentes da RMS foi mais potente em inibir a resposta
acetilcolinica do que a de serpentes procedentes do SB, e contrariamente a peconha de

machos foi mais potente que a das fémeas nesta agio.

Borja-Oliveira (1998) refere variagdo geografica do veneno da serpente B.
neuwiedi pauloensis, utilizando a preparagdo biventer cervicis de pintainho. Dentre as 7
amostras de veneno procedentes de Sdo Paulo e uma amostra de Minas Gerais, 5 deles
apresentaram maior atividade bloqueadora neuromuscular sobre esta preparago, do que
todas as 8 amostras de veneno procedentes do Rio Grande do Sul. Isto demonstra que
venenos de serpentes paulistas e mineiras foram mais ativos que o das gauchas, apesar
disso, a amostra de veneno menos ativa foi oriunda do estado de Sio Paulo. Este mesmo
autor também sugeriu uma variagdo ontogenética quanto a esta atividade do veneno, ja que
um dos venenos menos ativos, entre os estudados, foi extraido de uma serpente jovem, o
que poderia se supor que a atividade neurotdxica presente no veneno de B. neuwiedi seja
uma caracteristica tardia, considerando que um dos venenos mais ativos foi obtido de uma

serpente adulta.

Barrio & Brazil (1951 apud Chippaux et al, 1991), estudaram a agdo
neuromuscular de Crotalus terrificus terrificus em ratos, e encontraram 2 diferentes

respostas. Esta atividade foi geograficamente diferente, com o Tipo I (caracterizada por
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hipotonia e paralisia) presente nos venenos de cascavéis da Argentina, Paraguai e Bolivia,
enquanto que o Tipo II (caracterizado por hipotonia e flacidez muscular) foi encontrado em
cascavéis brasileiras. Schemberg (1953 apud Chippaux et al., 1991), também encontrou
diferenca geografica, estabelecendo um mapa do conteudo de crotamina do veneno de
espécimens de C. durissus de Sao Paulo. Duas areas foram estudadas, em uma a crotamina

esteve presente e na outra, a crotamina esteve presente ou ausente no veneno.

Pinheiro et al. (1997) referiram variabilidade intrapopulacional nos efeitos do
veneno de C. d. ruruima, de espécimens procedentes de Monte Cristo (Boa Vista,

Roraima), com atividade negativa para a crotamina.

Variagdo regional das caracteristicas bioquimicas e antigénicas do veneno de
Crotalus viridis lutosus, de diferentes regides dos EUA, também foi observada por Adame
et al. (1990) e atribuida a habilidade das toxinas em induzir protedlise seletiva por

influéncia da diferenga existente em certos genes ou na atividade desses genes.

O veneno de espécimens de B. nummifer coletados na Costa Rica mostraram
claramente a variagdo bioquimica entre as do lado Atlantico e Pacifico. Para Jimenez-
Porras (1964 apud Chippaux et al., 1991), o isolamento reprodutivo destas populag¢des por
uma cadeia de montanhas correndo ao longo do Pais, pode ser responsavel pela evolugdo
desta variacdo. Variantes hibridos podem ser encontrados onde ha possibilidade de
intrecruzamento entre estas populagdes. Uma situagdo similar da variabilidade entre zonas
do Atlantico e do Pacifico, também foi encontrada na composi¢do do veneno de exemplares
de B. asper (Aragon-Ortiz & Gubensek, 1981 e Moreno et al., apud Chippaux et al.,1991).

Pouca aten¢do tem sido dada ao sexo da serpente como possivel fonte de
variacdo do veneno e, em muitos casos, tem sido tratado como uma observagio acidental.
Em muitos casos nenhuma variagdo tem sido reportada entre os venenos de machos e
fémeas e Willemse (1978) sugeriu que esta variagdo seja explicada por outros fatores. Das
investigag¢des feitas com o veneno de um grande numero de espécies de serpentes por
Schenberg & Latifi (1984 apud Chippaux et al., 1991), concluiu-se que o sexo da serpente
ndo contribuiu como um fator de variabilidade. Nenhuma correlagdo para o sexo foi
encontrada para explicar a variablidade do veneno de Echis carinatus e Bitis gabonica
(Taborska, 1971 e Chippaux et al., 1982 apud Chippaux et al., 1991). No entanto, dois
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relatos de Marsh & Glatston (1974) e Mebs & Kornalik (1984 apud Chippaux et al., 1991),

sugerem a possibilidade de variagdo sexual no veneno de Bitis nasicornis.

Variacio geografica, sexual e ontogenética foi observada utilizando 96
amostras do veneno de C. rhodostoma procedentes do Vietnd, Tailandia, Malasia e Java,
referente  a focalizagdo isoelétrica e as atividades fosfodiesterase, alcalino-
fosfomonoesterase, L-amino 4cido oxidase, arginino ester hidrolase, S5’nucleotidase,
trobina-simile e hemorragica. Os dados corroboraram os achados clinicos que exibem
variagdo sintomatolégica, como a que ocorre na Tailindia onde a hemorragia espontanea
estd presente mais freqiientemente na gengiva e na Malasia, nos pulmdes. Os autores
sugerem que seja preparado um antiveneno contra o veneno de C. rhodostoma de todos os
grupos de idade, ambos os sexos e de todas a regides da sua faixa de distribui¢do geografica
(Daltry et al., 1996a).

De acordo com Mukherjee et al. (2000), dependendo da origem geogréfica da
serpente Daboia russelli, seu veneno assim como o envenenamento por ela provocado,
pode variar. Pacientes picados no Sri Lanka desenvolvem sintomatologia neurotoxica,
enquanto que os picados em Burma, exibem um aumento na permeabilidade capilar e
edema facial. O estudo da variagdo das propriedades bioldgicas e bioquimicas do veneno
desta espécie, principalmente nas partes ocidental, norte e oriental da India, tem grande

importancia no envenenamento e na terapia do ofidismo.

Para Stocker (1990) o veneno das serpentes compreende uma mistura complexa
de componentes com propriedades unicas do ponto de vista bioquimico ¢ farmacolégico.
Devido a esta complexidade, apés a inoculagdo, a pegonha desenvolve nos organismos
vivos diferentes mecanismos de agdo, que por sua vez resultam de um processo também
complexo de patogénese. Estes mecanismos de agdo dependem ndo s6 da coOmposigao
qualitativa, mas também da distribui¢io quantitativa desses constituintes da pegonha,
determinados muitas vezes pelas diferengas individuais, dietarias, estado de saude,
regionais, sexuais, estacionais e etarias dos animais (fatores extrinsecos) e genéticos
(intrinsecos). Segundo Willemse (1978) a causa dessas variagbes ainda permanece obscura,
mas a possibilidade da gldndula de veneno também funcionar como um 6rgao excretor, por

onde o animal pode perder excretas do corpo, explica inclusive a variagdo do veneno de
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serpente para serpente da mesma espécie. Nesse sentido, a variagdo geografica e sexual do

veneno de serpentes constitui uma parte integrante da variagio intra-especifica.

Segundo Daltry et al. (1996b), trés hipéteses podem explicar a influéncia da
dieta, conseqiiente da variagdo geografica na variabilidade do veneno de serpentes: 1%) A
variagdo pode ser devido a distancia entre os grupos e a oportunidade para mudar os genes
que codificam o veneno é esperada que seja maior entre populagdes espacialmente mais
distantes e isoladas, dos que entre populagdes proximas que permitam intercruzamento e
maior similaridade no veneno; 2%) A variagdo pode estar associada com a relacdo patristica
entre 0s grupos, ou seja, populagdes com ancestral comum préximos, produzem venenos
mais similares do que as que tem distancia patristica maior e 3%) A variagdo pode estar

relacionada com a variagdo geografica na dieta.

Esta ltima hipétese foi observada por Daltry et al. (1996b) para populagdes de
Calloselasma rhodostoma de 36 localidades diferentes do Vietnd, Taildndia, Malasia e
Java, utilizando como metodologia a focalizagio isoelétrica em gel de poliacrilamida. Os
autores sugeriram que a variagdo geogréfica do veneno para esta espécie refletiu a sele¢dao
natural para presas das localidades onde as serpentes vivem, ja que a fungdo priméria do
veneno de viperideas € imobilizar e digerir a presa e que as presas variam na sua

susceptibilidade ao veneno.

Assim, a variagdo do veneno tem sido considerada em praticamente todos os
niveis e foi considerada inicialmente como um possivel auxilio para a sistematica
filogenética. Parece ndo ser o caso, considerando as similaridades e dissimilaridades entre
componentes do veneno, considerando que pressdes seletivas sobre animais ndo
relacionados ou distantemente relacionados, podem resultar no aparecimento de
componentes toxicos semelhantes do veneno. No entanto, comparagdes da pegonha inter-
familia, inter-género e inter-espécie, no contexto da classifica¢do taxonémica, podem ser
justificadas.

Duas importantes conseqiiéncias podem advir do estudo da variabilidade da
composi¢do do veneno de serpentes: 1°) O uso do veneno como instrumento de pesquisa,
considerando que a escolha da fonte do veneno deva ser uma passo inicial importante e que

a composi¢do individual da peconha pode afetar o resultado das investigagdes; 2°) O
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conhecimento desta variabilidade, principalmente geografica, tem se tornado muito
importante na produc¢do de antivenenos mais eficazes; a diferenga dos sintomas em vitimas
picadas por serpentes de mesma espécie, mas de regides diferentes, tem alertado os
meédicos para a necessidade de antivenenos mais especificos e tem enfatizado a ineficiéncia

de antivenenos produzidos com amostras de venenos de dreas limitadas.

O desenvolvimento de um tratamento mais eficiente pode ser beneficiado com a

expansdo continuada do conhecimento da variabilidade dos venenos desses animais.

7.4. CARACTERIZACAO IMUNOQUIMICA E SORONEUTRALIZACAO DAS
ATIVIDADES TOXICAS:

A reatividade imunoquimica entre os venenos dos crotalideos americanos é bem
conhecida (Moura-da-Silva et al., 1990; de Roodt ef al., 1998; Anderson et al., 1993 apud
de Roodt et al., 1999a), assim como a capacidade dos soros antiofidicos de neutralizar as
atividades toxicas e enzimaticas de venenos ndo utilizados como imunogenos na sua
preparagdo (Silles-Vilarroel, 1977/78b; Dias-da-Silva et al., 1989; de Roodt ef al., 1998;
Ferreira er al., 1992a, 1992b; Russel, 1988, apud de Roodt et al., 1999a), como € o caso da
B. leucurus. Dado que as serpentes contém muitas enzimas comuns, ndo € surpresa que
exista reatividade cruzada antigénica. onde um antiveneno produzido contra uma espécie de
serpente neutraliza parcialmente o veneno de outra espécie (Berger & Bhatti, 1989). Por
exemplo, a atividade PLA; ¢ detectada em todos os venenos de serpentes e tem sido
purificada de muitos deles (Iwanaga & Suzuki, 1979).

O veneno da B. leucurus, comparado com o de outras espécies de Borhrops do
Brasil, apresentou diferencas na sua composi¢do bioquimica e na intensidade de suas
atividades bioldgicas. Estas diferencas se manifestam na sua baixa poténcia letal
corroborada por estudos epidemiologicos realizados por Lira-da-Silva (1996), onde no
periodo de 1982 a 1996, nao houve nenhum 6bito registrado por esta espécie, devendo-se
considerar que maioria dos casos foram provocados por serpentes filhotes, machos e dos

pacientes terem chegado nas primeiras 6 horas pos-picada.

Em 1989, Dias-da-Silva et al., estudaram a reatividade cruzada dos antivenenos

monovalentes para os venenos de 10 espécies de Bothrops (B. alternatus, B. atrox, B.
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cotiara, B. erythromelas, B. insularis, B. jararaca, B. jararacussu, B. moojeni, B, neuwiedi
e B. pradoi), sendo que o veneno da B. leucurus nio foi incluido neste trabalho. Os autores
concluiram que todos os 10 venenos foram habeis para induzir a formagdo de anticorpo
que mutuamente reagem de maneira cuzada como avaliado pelos trés métodos
imunoquimicos utilizados (ELISA, imunodifusdo e Westernblot), que os venenos de B.
alternatus, B. jararaca, B. moojeni e B. neuwiedi, agem como bons imunégenos e sdo
capazes de neutralizar a atividade letal dos outros venenos e que o veneno de B.
Jjararacussu € um pobre imunogeno e sua atividade letal ndo € eficientemente bloqueada
pelo antiveneno especifico nem pelos antivenenos produzidos por outras espécies de
Bothrops. Os resultados deste trabalho demonstraram que para a produg@o do antiveneno
do Instituto Butantan, para fins terapéuticos, deveriam ser utilizados como imunogenos, os

venenos de 5 espécies: B. alternatus, B. jararaca, B. jararacussu, B. moojeni e B. neuwiedi.

Lomonte et al. (1987 apud Berger & Bhatti, 1989) demostraram que usando o
antisoro contra a miotoxina de B. asper, detectou-se uma reatividade cruzada com uma
proteina de B. numiffer, B. schiegeli, B. godmani, B. picadoi e Agkistrodon bilineatus. As
proteinas detectadas tinham o mesmo peso molecular (16000 déltons) em todas as espécies,
exceto B. picadoi, cuja proteina tinha o peso molecular de 24000 daltons, sugerindo que a

reatividade cruzada dos componentes foi similar, mas nfo idéntica & miotoxina original.

Anticorpos contra a toxina de Crotalus scutulatus scutulatus (peso molecular
entre 20 — 22000 daltons), reagem fortemente com uma proteina similar dos venenos de C.
durissus, C. viridis concolor ¢ C. tigris, moderadamente com outros venenos tais como C.
durissus e Crotalus s. scutulatus ¢ fracamente com as pegonhas de C. atrox e Trimeresurus

flavoviridis, segundo Wesinstein et al. (1985 apud Berger & Bhatti, 1989).

Nossos resultados corroboraram os trabalhos citados anteriormente,
considerando que o ensaio de ELISA mostrou reatividade cruzada das 4 amostras
(3,9, RMS e SB) do veneno de B. leucurus frente a 4 soros disponiveis: Soros
antibotrépico-crotalicos (SABC) do Instituto Butantan (IB), Instituto Vital Brazil (IVB),
Fundagdo Ezequiel Dias (FUNED) e Soro anti-B. leucurus do Instituto Malbran
(Argentina). Segundo Russel (1988 apud de Roodt et al., 1999a), Ami & Ward (1996 apud
de Roodt ef al., 1999a), a reatividade cruzada se deve a uma grande similaridade nas
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seqliéncias de aminodcidos e nas estruturas secundérias e tercidrias que existem entre as
proteinas homélogas dos venenos. Quando estas proteinas tém participagd@o relevante nos
mecanismos fisiopatologicos do envenenamento, se observa a neutralizagdo cruzada. A
reatividade imunoquimica de antivenenos e venenos tem sido reportada mais fortemente
entre crotalideas e viperideas, menos entre viperideas e elapideas ¢ menos ainda entre
crotalideas e elapideas (Russel, 1988 apud de Roodt et al., 1999a). Mesmo assim, o soro
comercial de Vipera ammodytes protegia contra o veneno de B. alternatus, B. neuwiedi e B.
jararaca, mas foi ineficiente em neutralizar o veneno de Crotalus durissus terrificus (Elliot,

1977 apud de Roodt et al., 1999b).

Moreno (1991) refere em seu trabalho, que o soro produzido pelo Clodomiro
Picado (Costa Rica), fabricado principalmente com o veneno de B. asper, apresentou
neutralizacdo semelhante ao produzido pelo Instituto Butantan, utilizando-se como teste o

veneno da B. neuwiedi pauloensis.

Apesar de todos os pools mostrarem titulos de anticorpos frente a todos os
antisoros testados, a titulagao foi maior frente ao soro especifico anti-B. leucurus para todas
as amostras, com exce¢do da RMS, onde a titulagdo deste soro foi equivalente a do SABC
do IB. Isto reforga a idéia de que para a producdo de antivenenos se recomenda utilizar
como imunogenos os venenos dos exemplares da regido geogrifica onde sera utilizado
soro, ja que estes protegeriam melhor o paciente frente a todas as atividades dos mesmos
(WHO, 1981; Bogarin ef al., 1995 apud de Roodt et al., 1997).

Estudo realizado por Bezerra (2000), onde foi feita a determinagdo da
reatividade dos soros antibotropicos (poli e monoespecifico) frente ao veneno de B.
erythromelas, refor¢a as observagdes feitas neste trabalho. O autor demonstrou, através da
técnica de “imunoblotting”, que ambos os soros identificam todas as proteinas da peconha
de B. erythromelas, porém o reconhecimento por parte do soro anti-B.erythromelas ¢
significativamente maior, devido a intensidade das bandas, do que o reconhecimento pelo
soro poliespecifico comercial. Segundo Pontes et al. (2000), a técnica de Imunoblotting
sugeriu que o antiveneno especifico para B. erythromelas também possuiu maior
reatividade. embora ambos os antivenenos (especifico e comercial), tenha revelado as

mesmas bandas.
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Segundo Calich (1988 apud Bezerra, 2000), antigenos multirreativos soluveis,
em presenga de seus anticorpos correspondentes, formam um precipitado, desde que a
concentragdo dos reagentes, de acordo com a lei de a¢do das massas, permita a constitui¢do
de complexos em concentragdo suficiente para atingir o ponto de precipitagdo ou
insolubilizagdo. A imunoprecipitacgdo do veneno de B. leucurus com os antivenenos
poliespecifico € monoespecifico demonstraram uma melhor reatividade com o anti-B.

leucurus, confirmando a tendéncia de uma neutralizagio mais eficaz pelo referido soro.

A despeito das caracteristicas da composicdo do veneno de B. leucurus,
observou-se que o padrio eletroforético em acetato de celulose (Westerblot) permitiu uma
diferenciacdo deste veneno com o de outras espécies de Bothrops. Nesta prova
imunoquimica, observou-se que o veneno desta espécie apresentou rea¢do cruzada, ou seja,
foi reconhecido tanto frente ao soro anti-B. leucurus quanto ao SABC do IB, embora ndo

seja utilizado como imundégeno no “pool” para a fabricagdo deste altimo soro.

Segundo de Roodt er al. (1998), existe um alto nivel de reatividade
imunoquimica cruzada entre antivenenos homodlogos e heterélogos e os diferentes venenos
do género Bothrops. Esta reatividade cruzada concorda com as fortes relagGes
imunoquimicas entre os venenos das crotalideas da América do Norte (Ownby & Colberg,
1990 apud de Roodt et al., 1998) , como também entre os venenos das Bothrops sul-
americanas (Siles-Vilarroel ef al., 1974 apud de Roodt ef al., 1999a; Moura-da-Silva ef al.,
1990).

Esta prova reafirma que apesar das diferengas no padrao eletroforético, existe
grande similaridade antigénica entre os venenos de crotalineos e a capacidade de soros n2o
especificos em reconhecer os componentes de venenos de espécies diferentes ao utilizado
para a produgdo de soro (Theakston, 1983; Caricati et al., 1993; Moura-da-Silva et al.,
1990 apud de Roodt et al., 1997). Apesar disso, a reagdo foi mais intensa quando utilizou-
se o soro especifico e todas as amostras apresentaram perfil semelhante quanto ao
complexo antigeno-anticorpo, moléculas antigénicas que migraram para a membrana de

celulose.
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de Roodt er al. (1997, 1998, 1999a) encontraram resultados semelhantes aos
nossos, onde as provas de soroneutralizagdo realizadas mostraram que todos os soros
utilizados inibiram as atividades total ou parcialmente do veneno de B. moojeni, B.
Jararacussu, B. neuwiedi, B. ammodyioides e B. alternatus que ocorrem na Argentina, tanto
in vivo quanto in vitro. Isto corrobora dados encontrados neste trabalho, pelo fato de que
observamos que todos os antivenenos foram capazes de neutralizar as atividades

hemorragica, necrosante e hemolitica dos venenos de B. leucurus, procedentes da RMS e
SB.

Um alto grau de soroneutralizagdo cruzada das atividades hemorragica,
necrosante e proteolitica sobre gelatina foi observada no trabalho de de Roodt ef al. (1998)
e esta também de acordo com os relatos feitos por Roselfeld & Kelen (1966 apud de Roodt
et al., 1998; Ownby ef al., 1984; Ferreira et al., 1992a, 1992b), usando outros antivenenos,
que pode ser explicado pelo compartilhamento de epitopos comuns entre as
metaloproteinases de alto peso molecular (Bjarnason & Fox, 1994 apud de Roodt ef al.,
1998) e as toxinas hemorragicas do veneno de Bothrops (Mandelbaum et al., 1989 apud de
Roodt ez al., 1998).

Houve variagdo regional e também na capacidade de cada soro utilizado, em
neutralizar as diferentes atividades deste veneno, ja que o SABC produzido pelo IB foi
mais eficiente para neutralizar as atividades hemorragica e hemolitica indireta quando
comparado com os soros da FUNED e IVB. O mais eficiente para neutralizar a atividade
hemorragica foi o produzido pelo Instituto Butantan para as duas amostras de veneno. Por
outro lado, o SABC produzido pela FUNED neutralizou mais a atividade necrosante do
veneno das serpentes da RMS que da SB, enquanto que o resultado obtido com o soro
produzido pelo IB mostrou que ele neutralizou de maneira eqiiivalente, o veneno da SB e
da RMS.

Estas diferengas na capacidade neutralizante dos diferentes antivenenos
estudados ndo podem ser explicadas pelas quantidades dos diferentes venenos empregados
no protocolo de imunizagdo. Ao invés disso, podem ser explicados pela existéncia de
epitopos compartilhados entre as toxinas dos venenos botropicos. Resultados semelhantes

também foram obtidos por de Roodt et al. (1998) que testaram diferentes antivenenos
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(monovalentes contra os venenos de B. alternatus e C. d. terrificus produzidos em coelhos,
monovalente contra o veneno de B. alternatus, produzido em cavalos) frente aos venenos
de serpentes argentinas de interesse médico (B. alternatus, B. neuwiedi, B. jararaca, B.

Jjaracussu, B. moojeni e C. d. terrificus).

As hemorragias por lesdes vasculares se vém favorecidas pela afibrinogenemia
causada pela atividade pro-coagulante dos venenos botropicos (de Roodt ef al., 1997) e em
todas as provas realizadas observou-se uma demora do tempo de coagula¢do. Comparando
os trés soros, observou-se que o SABC do IB neutralizou melhor a atividade coagulante do
veneno de serpentes procedentes da RMS e SB do que a atividade do veneno de machos e
fémeas que foram neutralizados de maneira equivalente. O SABC do IVB, no entanto, se
mostrou o mais eficiente em neutralizar a atividade coagulante do veneno de serpentes da
RMS e neutralizou igual o veneno de serpentes da SB, machos e fémeas. O SABC da
FUNED ndo mostrou diferenga na capacidade neutralizante desta atividade frente as
diferentes amostras de veneno. Um grau de neutralizagdo cruzada na atividade pro-
coagulante foi também observada por de Roodt ez al. (1998), com os antivenenos testados

frente as serpentes dos géneros Crotalus e Bothrops que ocorrem na Argentina.

Segundo estes ultimos autores as diferengas nas capacidades neutralizantes
também observadas podem ser explicadas assumindo a presenca de diferentes

determinantes antigénicos nos venenos testados.

A hemoélise radial, além de indicar a capacidade dos venenos em alterar as
membranas eritrocitarias, permite se ter uma idéia da atividade fosfolipasica dos venenos.
A lise ¢ provocada pelos lisofosfatideos produzidos pela fosfolipase A, (PLA;) dos venenos
sobre estas membranas (de Roodt ef al., 1997). Nesse sentido, a hemolise indireta esta
diretamente relacionada com a atividade PLA, que exibe um alto grau de homologia nas
seqiiéncias de aminodcidos e estruturas tercidrias (Atrni & Ward, 1996 apud de Roodt ef
al., 1998), e por esta razio, um alto grau de inibicdo cruzada com os antivenenos

heter6logos pode ser esperada.

O SABC do IB foi 47 e 33 vezes mais potente na soroneutraliza¢do da atividade
hemolitica indireta do veneno de B. leucurus da RMS que da SB. Os SABC do IVB ¢

FUNED neutralizaram de maneira mais eficiente esta atividade tanto para amostras da
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RMS quanto SB, sendo que para esta ultima a capacidade neutralizante foi melhor.
Segundo Dias-da-Silva ef al. (1989), a inibi¢do por um soro da atividade hemolitica indireta
do veneno de crotalineos pode correlacionar-se com a inibigdo da PLA; e com a capacidade
soroneutralizante do mesmo. Por outro lado, a quantidade de PLA,; nos diferentes venenos ¢
altamente varidvel, o que pode explicar a variagdo na capacidade neutralizante dos soros
frentes as diferentes amostras de veneno utilizadas. No veneno de C. d. terrificus, esta
enzima representa 50% da sua massa de proteina e 2,5% das proteinas do veneno de B.
alternatus (Haberman & Brithaup, 1978 e Nisembon ef al., 1986 apud de Roodt et al.
1998). Os antivenenos com baixa atividade fosfolipasica podem ser inibidos pelos
antivenenos testados que sao produzidos com venenos com alta atividade PLA, (de Roodt
et al. 1998).

Até o momento, o veneno de B. leucurus ndo tem sido utilizado para a
preparagcdo dos soros anti-ofidicos produzidos no Brasil e apesar disso, observou-se uma
reatividade cruzada que se manifestou tanto nas provas in vivo quanto in vitro. Os soros
produzidos pelo Instituto Butantan, Instituto Vital Brazil e Fundagdo Ezequiel Dias
continuam utilizando como imundégeno um numero reduzido de venenos botropicos (50%
de veneno de B. jararaca, 12,5% de B. alternatus, 12,5% de B. jararacussu, 12,5% de B.
moojeni ¢ 12,5% de B. neuwiedi) (Camey et al., 2000) que neutralizam as atividades dos
venenos heterdlogos, como demonstrado por Dias-da-Silva et al. (1989) e estes antivenenos
protegem comprovadamente contra cerca de 10 espécies de Bothrops. Isto porque os varios
antivenenos polivalentes sdo produzidos com um numero pequeno de venenos como

imun6genos e neutralizam a atividade dos venenos heterélogos.

Bezerra (2000) referiu uma notavel diferenca na neutralizagdo de todas as
atividades avaliadas na peconha de B. erythromelas pelos soros antibotropicos
poliespecifico comercial e monoespecifico. Todas as atividades testadas foram
neutralizadas por ambos os soros, porém as quantidade necessarias para a neutralizacio
foram, aproximadamente, o dobro para o antiveneno comercial quando comparado com o
anti-B. erythromelas. Pontes et al. (2000) também observaram soroneutraliza¢do das
atividades letal, hemorragica, necrosante e coagulante, mais eficiente do soro especifico

para B. erythromelas em relagdo ao antiveneno comercial.
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Achados como estes concordam com os de Gutiérrez ef al. (1988 apud Bezerra
2000) que, estudando a neutralizagdo do soro monovalente anti-B. asper, demonstrou que
este antiveneno foi mais eficaz que o polivalente na neutralizagdo das atividades letal e

hemorragica desta espécie.

Embora os resultados deste trabalho tenham demonstrado que os soros
provados neutralizam as atividades bioldgicas do veneno e que poderiam ser utilizados nos
casos dos acidentes ofidicos por B. leucurus, ainda ha necessidade de prosseguir com os

testes de soroneutralizacdo, em humanos, comparando o soro especifico com o comercial.
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O veneno de B. leucurus caracteriza-se por:

a) apresentar perfil eletroforético com a presenca de 4 bandas e perfil

cromatografico com 7 picos, sem variagio regional ou sexual;

b) alta atividade fibrinolitica, proteolitica, hemorragica e edemaciante, quando
comparado com o veneno de B. jararaca, de referéncia nacional, e baixa atividade

coagulante sobre plasma humano citratado:

¢) importante capacidade de induz mionecrose, caracterizada por células
edemaciadas ou “balonizadas”, lesdes “delta” sobre membrana celular, regides de
hipercontragdo e condensagdo das miofibrilas, alternando-se com espagos vazios no
sarcoplasma, dreas focais e extensas de degeneragio das fibras musculares, sem variagdo

regional ou sexual;

d) variagdo regional, mas ndo sexual, na toxicidade sendo a peconha das
serpentes procedentes do Sul/Sudeste baiano é significativamente mais téxica que a dos

animais da Regido Metropolitana do Salvador;

€) variagdo regional e sexual, nas atividades biologicas, j4 que o veneno das
serpentes da SB apresentou atividades hemorragica, necrosante e miotéxica maior que da

RMS e o veneno das fémeas apresentou atividade coagulante maior que o de machos.

Quanto aos experimentos realizados com o veneno da serpente Bothrops
leucurus, em preparagdes isoladas de nervo frénico musculo diafragma de camundongo,

concluiu-se que:

a) doses a partir de 50 pg/ml inibem a transmissdo neuromuscular (excecdo
feita ao veneno dos machos), de maneira irreversivel e dose-dependente. Isto ocorre,

provavelmente, por suas agdes pos-juncionais;

b) veneno de machos e fémeas apresentam agdo pré-sinaptica em baixas

concentragdes (10 pg/ml) devido ao aumento na amplitude das contracdes musculares;
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¢) existe variacdo regional e sexual quanto a capacidade para bloquear 50% da
jungdo neuromuscular desta preparagdo, sendo as pegonhas da RMS e fémeas

significativamente mais potentes.

Quanto aos experimentos realizados com o veneno da serpente Bothrops
leucurus, em preparagdes isoladas de musculo diafragma cronicamente desnervado de

camundongo, concluiu-se que:

a) Este veneno inibe a resposta acetilcolinica nas doses de 50 e 100 pg/ml e a
amplitude da resposta muscular de maneira dose-dependente (excecdo feita ao veneno de

machos e f€meas) e irreversivel, corroborando a sua agéio pds-sinaptica;

b) Existe variagdo regional e sexual quanto a capacidade em inibir a resposta
acetilcolinica ¢ da contratura muscular, sendo os venenos da RMS e de machos, os mais

potentes.

Quanto as provas imunoquimicas ¢ de soroneutralizagdo conclui-se que:

a) todas as amostras apresentam titulos de anticorpos frente a todos os antisoros
testados, no entanto, a titulagdo foi maior frente ao soro especifico anti-B. leucurus para
todas as amostras, com excegdo da RMS, onde a titulagio deste soro foi equivalente a do

SABC do Instituto Butantan (IB).

b) o veneno de B. leucurus apresenta reagdo cruzada tanto frente ao soro
especifico, quanto ao comercial produzido pelo Instituto Butantan e que a reagdo foi mais

intensa quando utilizou-se o soro especifico.

¢) todos os antivenenos foram capazes de neutralizar as atividades hemorragica,

necrosante e hemolitica do veneno de B. leucurus.

d) houve variagdo na capacidade neutralizante dos diferentes soros frente as
amostras de veneno utilizadas e o SABC/IB apresentou maior titulagdo de anticorpos frente

ao veneno de machos e da RMS e menor frente ao veneno de fémeas e da SB. O

Conclusdo

174



SABC/FUNED e IVB foi melhor reconhecido pelo veneno de serpentes machos, da RMS e

SB do que pelo veneno de fémeas

Consideramos prematura a idéia de que os soros produzidos comercialmente
podem ser utilizados de forma habitual nos envenenamentos humanos por esta espécie, sem

ter a certeza de que um soro especifico. testado em pacientes, seria de fato o melhor.
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The present work was a pharmacological study of the action Bothrops leucurus
venom, popular known as “white-tailed lancehead”. Venom effects (males and females
from MRS and South/Southeast region — SSR, Bahia, Brazil) were examined to establish
geographical and sexual variability. The venom was characterized based on biochemical
(total protein content, chromatographic and electrophoretic pattern), biological (lethal —
LDso, proteolytic, venom-induced oedema — ED3;, haemorrhagic - MHD, necrotizing -
MND, procoagulant - MCD, defibrinogenating - MDD, myotoxic and neurotoxic
activities), imunochemical (ELISA, Westernblot) properties and neutralization of the toxic
activities (haemorrhage, necrosis and coagulation). The antibothropic antivenom was
provided Instituto Butantan, Instituto Vital Brazil and Fundagdo Ezequiel Dias (Brazil) and
anti-Bothrops leucurus antivenom provided Instituto Malbran (Argentina). The
electrophoretic pattern showed 4 bands and chromatographic pattern 7 peaks without sexual
and geographical variability. Lethal, haemorrhagic, necrotizing and myotoxic activities are
more intense in snakes proceeding of the SSR than MRS. The coagulant activity of the
female’s venom is more coagulant than male. All samples induced myonecrosis
characterized by swollen, vacuolization, “delta” lesions, myofilament hypercontraction and
areas of the muscular damage. Results indicated that by indirect stimulation. B. leucurus
venom induced neuromuscular blockade dose-dependent and is irreversible under
concentration upper of 50 pg/ml, with exception of the male’s venom (upper 100 pg/mi).
This occurred probably due to postsynaptic action (depolarizing the cellular membrane,
characterized for the severe contracture in 100 pg/ml e 200 pg/ml concentrations) of the
venom proceeding of the MRS and SSR regions and moderated contracture in 200 pg/ml
concentration of the males and females venom. A males and females venom-induced effect
on presynaptic activity was suggested by the marked increase in the twitch tension in 10
ng/ml concentration. The female’s B. leucurus venom and proceeding of the MRS region
were more potent than male’s venom of the SSR region in provocked 50% of the
neuromuscular blockade (P<0.05). With direct stimulation be observed reduction of the
acetilcolinic response in concentrations 50 pg/ml and 100 pg/ml (MRSsouem=36+8,7%.,
MRS 100ug/m=22+2,7%, SSRs0pgm=39+8,7%, SSRi00ugmi=27%2,7% and Osgygmi=33+14,4%.
O100pgmi=16+4,9%, Bsougmi=53+21,1%, 900,gm=20£5,9%), and reduction dose-dependent

and irreversible in the twitch tension of the muscular response. B. leucurus venom
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presented varability sexual and regional in the action on the neuromuscular junction. The
results observed in the ELISA test revealed that the all antivenom have recognition for the
samples tested but the anti-B. leucurus shows higher anti-body titles. The Westernblot
showed that the presented cross-reactivity between antibothropic and anti-B. leucurus
antivenoms, but the reaction was more intense with the anti-B. leucurus serum. All
antivenoms were capable to neutralize the haemorrhagic, necrotizing and haemolytic

activities.
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