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INTRODUCAO

Muito pouco se sabe a respeito do destino de pego—
nshas of{dicas ou de ‘seus componentes, no organismo animal.

0 estudo da absorggo, distribuiqﬁo e excregaoc des-
ses agentes muito contribuira para esclarecer os mecanismos de
agso ou de destoxificaqso e para um possfvel aprimoramento das
medidas %erap@uticas nos acidentes ofidicos.

S6 recentemente foram as técnicas dos tragadores -
radioativos aplicados ao estudo da distribuigao das pegonhas o~
f{dicas em envenenamentos experimentais. Para obtengao de pego—

nha marcada,dois métodos foram utilizados: i. introducao in vi-

(1, 2, 3, 4)

1
tro de 1311 e 5 Cr na pegonha total ou em Suas fra

(3,5,6)

gaes isoladas; ii. introduq;o in vivo de radionucl{deo

35

na pegonha por administraggo 2s serpentes peconhentas de ™S

, 7,8
355,( )

sob forma quer de cistina~355 quer de sulfato-

6l‘()u.( 8)

ou de

A atividade especffica obtida pelos processos de
biossintese foi geralmente demasiado baixa para permitir seu u-

80 COmMo traq&dor em estudos de distribuicao.

(1)

Gennaro e Ramsey marcaram o veneno total da Ag-
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kistrodon piscivorus com I e determinaram a radicatividade

nos varios tecidos de camundongos injetados com este material,

Os radioensaios foram feitos com homogeneizados de 5rg§os n;O:QEE




vados, nao sendo os resultados corrigidos para a radicatividade
do sangue.

2
Sumik e Kashin( )marcaram com ~ I peconhas de Na-

Ja naja, Agkistrodon piscivorus e Crotalus durissus terrificus

- I3 3 * - * 0
¢ estudaram a distribuigao em camundongos, usando as tecnicas de

(9)
(2)

autorradiografia do animal inteiro, descrita por Ulberg.,
Tanto Gennaro e Ramsey(l) como Sumik e Kashin
marcaram sgmentg a pegonhé total., Entretanto, é conhecido o fa-
to de gue as pegonhas of idicas sao constituidas por divemos com
ponentes proteicos dotades ou nao de atividade biolégica. Sa~
be-se, por outro lado, da facilidade com que proteinas que posw
suam grupamento firosina na molecula podem ser marcadas. A ioda
q;o da pegonha total levaria, assim, a marcagao heteroggnea dos
seus diversos componentes biol&gicamente ativos ou ngo,compromg
tendo a interpretagao dos resultados.
(3)

Lee e Tseng estudaram em camundongos e coelhos

a distribuiqgo da pegonha de Bungarus multicinctus e de suas to

xinas of € fgwbungarotoxinas. Encontraram em coelhos maior ra-
dicatividade nos rins, seguidos, em ordem decrescente, pelos pul
m5es, bago, corag;o, trato gastrintestinal e musculo esquelétbo,
sendo a concentragao cerebral a menor de todas, cerca de 100 v§
zes menos que a encontrada nos rins, Verificaram tambem que a
pegonha e ambas as toxinas atravessam com muita dificuldade a
barreira hemoliquérica, nao atingindo no liquor e,consequente -
mente,no li'quido intersticial do cér’ebro, niveis que justifijuem
uma origem central para a paralisia respiratéria produzida pela
administracao venosa da pegonha ou das toxinas. Com o metodo de
Waser e Lﬂthi(lo) de autorradiografia do diafragma de camundon- -
gos, demonstraram a localizagao eletiva da o{.~bungarotoxina nas
placas terminais. Bste resultado corrobora a conclusao da peaqui

(11)
sa de Chang e Lee de que a <b<i~bungarotoxina atua como a




d-tubocurarina e o decametonio na membrana pés~sin§ptica.

Como foi dito anteriormente, somente o uso de com-
ponentes isolados, quimica e farmacolagicamente homogeneos e de
finidos, permitiré a correta interpretagao dos resultados expe-
rimentais, que objetivam esclarecer os problemas relacionados
com a distribniqﬁo e excregao das pegonhas, no tocante as suas
relagoes com a fisiopatoiogia do envenenamento ofidico.

Desde 19605 passou © autor a se interessar pelo as—
sunto, dando inicio a uma serie de programas investigativos, to
dos restritos apenas ao estudo da crotoxina, principal fracaoda

peconha da cascavel sulamericana {Crotalus durissus terrificus),

por ser qulmicamente estavel e por ser sua farmacologia jé bem

. 12, 1 14, 1 16

estabelecida desde ha aigum tempo.( » 13, r 15 )
Sua primeira preocupagac foi a de estabelecer as

., e 131 R -~
bases metodologicas para a marcagao com I da crotoxina,merce

(17)

eade verificar a con

(5 6)

de modificaqgo da tecnica de McFarlane
seranZO das propriedades biolégicas desta fracao.

De posse de uma crotoxina marcada e de comprovada
atividade biolégic@eralfcito abordar a etapa seguinte,relativa
2 sua distribuiggo e cinetica em animais de laboratorio. Parale
lamente procurou-se estudar as eventuais diferencas de comporta
mento no animal pr%viamente submetido a administragso de soro
anti~crotalico,

Sendo, pois, objetivo basico déste trabalho colher
informes relativos a distribuigao e 2 dinamica da crotoxinaque
se aceita serem adequadamente representadas pelas da crotoxina
marcada, planejou-se obter os dados necessarios atraves de duas
series de experiencias diferentes, a saber:

1. dados relativos a cinética propriamente ditada
crotoxina, atraves da classica metodologia,que se esteia na a-

nalise da curva de variagao da radioatividade sangliinea em fun-



¢ao de tempo;

2, dados relativos a concentraggo alcangada pela
crotoxina marcada em diferentes 6rg50s e tecidos, decorrido de
terminado tempo, possiveimente coincidente com a franca aqéo
) farmacolégica. '

A necessidade da segunda serie de experignciasleg
de—se ac fato de os dados puros de cinetica fornecerem somente
informacoes relativas aos espagos totais de distribuicao, aos
seus ritmos de transferencia e de eliminagao,mas nao as informa

goes ligadas a distribui¢ao anatomica especffica da substancia

em estudo.



MATERIAL E METODOS

131

1. CROTOXINA - MARCACAO COM I - CONTROLES DE PUREZA QUIMICA E

RADIOATIVA ~ CONTROLE DA ATIVIDADE BIOLOGICA (DL50).

Todas as partidas de crotoxina utilizadas no pre-
*
sente trabalho foram iscladas e cristalizadas a partir de vene
» B ~ *
no proveniente de Goias de acordo com os metodos descritos por

(18)

Slotta e Fraenkel-Conrat.
-~ - » (5’ 6)
A marcagao da crotoxina obedeceu a tecnica
jé pormenorizadamente descrita e cujas etapas fundamentais vao
reproduzidas a seguir.
~ 127_
A 0,7 ml de uma solugao de IC1, contendo 2,94mg

- 131
" de iodo, eram adicionados de 3 a 8 mCi de 3 I, sob forma de io

deto de sodio, livre de carreador ("carrier’ e¢ de substancias re

¥ 0s agradecimentos ao Dr. E. Waisbich ¢ 0, G, Lom
ba pela preparaqﬁo da creotoxina e sua cristaiizagao.

*¥* Ao Instituto Pinheiros somos gratos pelo forneci
mento de veneno desprovido de crotamina.
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dutoras, sendo o pH ajustado entre 8 e 9 e a aoiuq&o tamponada
com "buffer" de glicina de pH 8,5. O volume da solugao radioa-
tiva variava de acordo com a atividade especffica da mesma,nun
ca sendo superior a 0,6 ml, A esta mistura {mistura de iodagso)
era adicionads, sob a forma de jato enérgico, uma solugﬁo de
crotoxina contendo, em 5 ml, uma quantidade muito bem determi~
nada de crotnxina; da ordem de 30 mg. Apés 3 minutos de intera
gao, o excesso de iodo nao combinado era removido, percolando-
se a solugSO atraves de uma coluna de resina de troca ionica
sob forma C1  (Amberlite IRA-400) ou por dialise. A radioativi
dade total era, entao, determinada em um Curiametrm(Tracerlab
- modelo SC56A - serie 243, ou modélo SC56 - serie 110),

.
A pureza radioquimica foi verificada procedendo -

se a espectrometria gama do produto marcado pronto em espectr§
metro monocanal {N. Chicago - modelo 132B), utilizando-se de-
tector de cintilacao com cristal de "pogo" de 2x2 polegadas.Té
das as partidas acusaram apenas a presenca de 1311 caracteriza
do pelo seu fotopico de 364 keV,

s . A
A pureza guimica foi controlada merce de eletrofo

rese em papel Whatman n? I, tampao de Veronal-Veronal-sodico ’
pH 8,6, com tempo de migragso de 5 horas. A revelacao, os ele-
troforetogramas da crotoxina nao marcada e da radioiodada mos-
traram Rf identicos.

0 controle da ﬁresenqa de iodo livre e sua deter-
mina¢§o quantitativa foi realizada em aliquotas de todas as a-
mostras de crotoxina radioiodada, pela precipitacao da protei-
na com acido tricloroacetico a 20%, lavagem do precipitado com
acido tricloroacetico a 5% e determinagao da radioatividade dos
sobrenadantes,

Para o mesmo fim foi tambem utilizada a eletrofo-

rese em papel com tempo de migragao de 50 minutos e determina-



¢ao da radioatividade livee e da ligads 8 crotoxina, por medida,
em cintilador tipo "pogo", de fragoes seqllenciais da prépria fi
ta, a fragmentaggn da fita era orientada pela prévia varredura,
emn apar@lho automatico (Vanguard ~ modelo Autoscanner 880). ©
teor de iodo livre, quando superior a 2,5% da radioatividade to
tal, implicava em nova passagem por coluna de resina de troca i
Gnica, como jé descrito. Caso este se mantivesse elevado acima
de 2,05%, a partida era desprezada.

| Controles ulferiores da presenga e quantidade de i
odo livre eram realizados por cromatografia em camada delgada ,
em placas de silica gel, de 200x200 mm, espessura de 300 micra,
ativadas em estufa a 120?C durante 30 minutos. Revelado o croma
tograma, ﬁs zonas correspondentes a crotoxina marcada e ao iodo
livre eram raspadas, transferidas para tubos de contagem e sua
radicatividade medida em detector de cintilaqzo com crital de
"pogo" de 2x2 polegadas em espectrometro monocanal (N.Chicago =
modelo 132B), utilizando-se uma janela correspondente a um in-
tervalo de energia igual a 95% do fotopico do 1311, Como nas de
mais determinagoes de radioatividade, a contagem se prolongava
durante um tempo suficiente para reduzir o érro estatistico a
menos de 1%.(0s limites de confianga eram fixados, tambem para
esta tecnica, em 1% da radioatividade totall,

Controle da atividade bialégica ~ Todas as partidas

. . .
de crotoxina marcada e"fria" foram controladas quanto a sua a-
»
tividade biologica, determinando-se a DL50 em camundongos, pom-

k3 »
bos e pintos conforme tecnica adiante referida. Injetavam-se

Os pintainheos de 1 dia, Hybro, foram gentilmente

" * * 3 »
cedidos pela Granja ITO, Sumare - Campinas, a que expressamos nos
sos agradecimentos,




~
nos animalis, por via veneosa, solugoes eu da crotoxina radioioda
-~ L4
da ou da nao marcada. As quantidades de crotoxina, em volume pre~
o Ll e
fixado, estavam entre si em progressao geometrica de razao igual

(19)

a 1,25, O procedimento de Weil foi usado para os calculos
da DI50 e seus intervalos de confianga a n{vei de 95%.

A massa de crotoxina psikedededa existente nas so-
lucoes de uso ("fria" e marcada) era padronizada quer pelo seu
teor em nitrﬁgénio Qrotgico, determinado pela técnica de micro;
Kjedal,(zo) quer pela espectrofotometria diferencial em ultra

violeta,czl)
(22 )=

quer pelo processc de Folin-Ciocalteau modifi-
cado.
0 ensaio bioiégico para a crotoxina existente na
urina dialisada de caes injetados com crotoxinawlall foi reali-
zado em 5 lotes, contendo 4 pintainhos cada um de 85 a 110 g.Ca
da lote recebia na veia da asa, respectivamente, as seguintes
quantidades de urina: 2,0; 1,28; 1,01; 0,81 ml, sendo os volumes
completados para 2 ml com solug;o salina a 0,8%. Urina do mesmo
cdo, colhida antes da administragio de crotoxina- - I, tambén di

alisada, foi injetada em lotes-controle,

2. DETERMINACAO DA RADIOATIVIDADE DE AMOSTRAS DE MATERIAIS

BIOLOGICOS,

Todas as determinagoes foram realizadas em sistema

automatico de contagem de radiag§0 gama, {modelo 4222 da N. Chi

* AL o
Ao academico Roberto Gomes, agradecemos a confecgao
da curva padrac e diversas determinacoes realizadas.



cage), provido de cristal de Nal(Ti), tips "pogo”, de 3x3 pole-
gadas e dotado de analisador de impulsos. A janela foi ajustada

1 ~
311. Todas as conta

para incluir 95% de fotopico de 364 keV do
gens foram prolongadas o suficiente para reduzir o erro estatfg
tico a menos de 1%.

Quando se tratava de homogeneizados de érggos ou
tecidos ou de fragmentos dos mesmos, os valores foram expressos
em percentagem da radicatividade administrada por unidade de mas
sé, sendo, para as amostras de sangue, 1§quor, bile ; urina, hu
mor aquosc e saliva, expressos por ml do material.,

As solugges de referéncia de crotoxina marcada fo-
ram preparadas com carreador de iodéto de sodio "frio" e de cro

L)
toxina "fria™ em excesso. A determinagao da radicatividade era

-~
processada como para as demais amostras de materiais biologicos.

k.3
3. EXPERIENCIAS EM CAES.

Utilizaram-se 20 caes, pesando de 6 a 21 Kg,a maio
ria fémeas de aproximadamente 10 Kg, anestesiados com pentobar-
bital sodico {30 mg/Kg por via venosa). Uma canula de polietile
no era introduzida na veia femoral, para as injﬁqaes, A arteria

femoral do lado oposto recebia um tubo de polietileno, conecta-

¥ Aos académicos Carlos Henrique Barbieri, lellis
Passos Valente, Herbert Luiz de A. Neves e Gyorgy M. Laszlo nos
sos agradecimentos pela ajuda prestada durante a realizacao de
parte destas experiencias.
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do 4 umia torneird com 2 vias de acessu, para retirads de amoss
tras sangliineas e lavagem da canula.

Os ureteres eram canulados para coleta de amostras
de urina.

Em apenas 5 expericncias foram os animais prepara
dos para registro da pressao arterial carotidea pela tecnica
classica , usando-se o manometro de Ludwig,

Em 4, canulou-se o ducto de Wharton e a saliva era
colhida apés estimulacao da corda do timpano e sua radioativida
de determinada, Na excitacao da corda do t{mpano empregaramn- se
estimilos de 10 ¢/s, 0,2 milisegundos de duragao € 5 V. de inten
sidade, . fornecidos por estimulador Grass (modelo S4).

Apés toda a manipnlaggn cirﬁrgica eram os animais
heparinizados (2.500 U.I./cge).

Aos 26 caes utilizados administrou-se por via veno
sa crutoxina»lBll na dose de 250 mcg/Kg, com atividade especifi
ca variando de 60 a 280 uCi/mg. Na dependencia da variagao da
atividade especffiea; as doses de radicatividade para cada ani-
mal variaram de 70 a 320 uCi, doses, portanto, de magnitude tal
para seguramente nao poderem sugerir qualquer interferencia no
comportamento cinetico do sistema em estudo.

A10 dos 26 animais, administraram-se, trinta minu-
tos antes da crotuxinauljll, soro anti-crotalico em doses sufi-
cientes para neutralizar o dobro de crotoxina injetada, Psses a
nimais serao chamados, de agora em diante, de caes PROTEGIDOS.
Por oposigao, os demais serao identificados como NAO PROTEGIDOS.
Para cada experiencia com o PROTEGIDO, era realizada outra, no
mesmo dia, em NAO PROTEGIDO, empregando-se a mesma partida de

crotoxina marcada.

Material para o estudo cinetico - Para este estudo,

realizado em 10 caes NAO PROTEGIDOS e 8 PROTEGIDOS, foram cow



s § o

; lhidas amostras de sangue total sobre citrato de sodio solido y
segundo esguemas cronolégicus diversos, durante um per{odo de
tempo maximo de 360 minutos {variando de 120 a 360) a partir do
momento da injeggo de crotoxinauiall. Em cada expeviéncia; o né
mero de amostras nunca foi inferior a 13, tendo-se tido o cuida
do de se distribuir maior numero destasangcorrespﬂndéncia com
os pontos de inflexao das correspondentes curvas em fungga de
tempo. Aiiquotas de cada amostra, via de regra 1 ml, eram trans
feridas para tubos piésticos para determinacao de sua radioati-
vidade, que neste caso particular, era expressa em contagens li
quidas por minuto e por ml (Cpm/ml).

Materiais para estudo de distribuicac - Com o ob-

jetivo de se obter informes relativos as concentracoes de eroto
xina em humores, érgﬁos e tecidos, que facultassem apreciar, em
nivel anatamico, a distribuiqgo corpérea da crotexinami3ll,amog
traram-se os tecidos e érggos adiante enumerados, tanto de caes
PROTEGIDOS como de NAQO PROTEGIDOS.

O tempo de amostragem foi fixado, no decorrer do
trabalho, entre os limites de 2 e © horas, a contar da adminis-
tragao de cruimxina~]3]l, por se saber que, -dentro desse inter-
valo, 0s fendmenos de envenenamento para o cao ja sac evidentes,

Para esse fim utilizaram-se, ao todo, 16 caes NAO
PROTEGIDOS e 10 PROTEGIDOS.

As caracteristicas metodoiégicas da coleta e o nu-
merco de animais empregados para cada tipo de amostra de materi-
al bioiégico sao a seguir descritos.

A urina de 15 c;es, correspondente a diurese de pe
riodos de tempo su?éssivos de 30 minutos, era coletada em tubos
de pléstico. De cada amostra pipetava-se 1 ml para "contagem" da
radioatividade. O restante era dialisado em tubo de celofane "Vis

- 3 b -
king sausage casing) durante 36 horas a 4°C contra solugao sali
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: na a 0,B%. Apos a dialise media-se a radioatividade em 1 ml da &
mostra. Sempre que possivel determinava-se tambem a atividade bi
oiégica da crotoxina, em amostras de urina diaiisada,segundotég
nica jé referida. |

De 11 animais retiraram-se de 3 a 6 ml de 1{quor
por pungac da cisterna magna e, de 7, de 1 a 3 ml de humor aquo
80, A}{quotas de 1 ml eram transferidas para tubos plésticos pa
ra medida de radioatividade. Imediatamente apés a coleta desses
humores, os caes eram sacrificados. Apés abertura das cavidades
toracica e abdominal, foram ressecados coraggo (B.experigncias),
pulmoes (19 experiéncias), rins (19 experiéneias), ffgado (20
experiéncias), bagd (20 experigncias), alguns ganglios mesente-
ricos (13 experiéncias). Alem désses 6rg;os, foram também remo-
vidos a tireéide'(Zﬁ experianciés) e cerebro {8 experiéncias) s
bem como fragmentos dos musculos diafragma (10 experiancias) e
tibial anterior (12 experiahcias). A vesicula biliar era puncio
nada para obtencao de bile‘(S a 10 mi). Todos os 6rg503 eram la
vados conm soluggo de cloreto de sodio a 0,8%, ate que o 1fquido
de lavagem nao apresentasse mais vestigios de sangue 2 simples
observagao. Os érgaos retirados eram enxutos em papel de filtro,
pesados e homogeneizados em liqﬁidifiaadores domésticos.* A ra-
diocatividade presente em 1 grama dos homogeneizados e em 1 ml
de bile foi determinada. A tireéide, os fragmentos de musculos
e os ganglios mesentéricos foram pesados e diretamente "contadod'
em tubos de plé&tico. As determina@Ses da radioatividade foram

todas realizadas conforme ja referido, sendo os resultados expres

* - ~
Agradecemos a doacgao de 4 liquidificadores ao De

partamento, feira pela WALITA S/A, N




=

13

sos para os humores em percentil da dose administrada por ml
(%/m1) e para os orgaos e tecidos em percentual da dose adminig
trada por grama de tecido fresco (%/g). Para certos resultados

utilizou-se tambem a correspondencia em microgramas de crotoxi-
na por ml ou g (mcg/g), uma vez que se conhecia a atividade es-

pecffica, ou seja, a radioatividade por micrograma de crotoxina.

” 1
4. CINETICA DA CRomXINA-B 1 EM CAES.

Para o estudo da cinetica de crotoxina, apreciado
atraves do comportamento da crotoxina~1311, utilizaram-se os da
dos relativos a radioatividade sangﬁfnea de caes PROTEGIDOS e
NAO PROTEGIDOS. Para tanto, os valores da radicatividade presen
te no sangue, expressos em contagem por minuto e por mililitro
(Cpm/m1), foram lancados, em fung;o de tempo, em gréfico semilo
garitmico .

Aos pontos experimentais cra, a seguir, ajustada a
curva que melhor os satisfizesse, utilizando-se para esse ajuse
te, realizado a partir do préprio gréfico, um criterio de sim-
ples compensacao estimativa da dispersao dos valores. Posterior
mente, controlou-se tal ajuste atraves dos calculos dos desvios
percentuais,

A curva assim obtida, que apresenta as caracteris-
ticas de uma soma de termos exponenciais, foi gr&ficamente decom

’ N ~ L4 . b d
posta nos seus respectivos termos pela tecnica das subtracoes

1“ ~ ¥ L
sucessivas, Um exemplo da representacao grafica de uma curva des

se tipo e de suas componentes, obtidas pela tecnica acima descri

o



ta, pode ser visto na figura 1,

A soma dos valores das componentes para t igual aze
ro (to) fornece o valor numerico da concentragao sangliinea da
radivcatividade no instante zero (GO}, fiste valor numérico traduz
a concentraggo que alcangaria a massa radioativa injetada caso
se achasse distribuida total e uniformemente no volume do com-
partimento de introdug%a, no caso o do leito vascular, fste da-
do possibilitaré o calculo da volemia (VI) aplicando-se o prin-
cipio da base metodologica da diluicao do is&topoafza’ga’25’26}

Obtidas as representaqges gréficas doa diferentes
termos exponenciais calcularam-se o8 respectivos par&mﬁtraa,que
possibilitam a determinacao dos que sao peculisres 5 distribui-
qgo e cinetica da substancia em estudo.

Os gfmbu}as, definicoes e expressoes dimensionais dos
parametros acham-se reunidos na tabela I.

De posse do numero de térmos exponenciais quecompsem
a fungac representativa da variaggo.da radioatividade sangliinea
em fungao de tempo, cumpre eleger um modelo que, satisfeitas as
condigges impostas pelo numero das componentes (némero de compar
timentos igual ao de exponenciais), simule, na base de premissas

(24,

fisiolégicas, as caracteristicas de dis%ribuig§0 e cinetica.
25)

0 modelo assim concebido possibilitara uma solugao
matematica para o calculo das fungoes representativas das varia
¢oes da radiocatividade em qualguer um dos compartimentos ideali
zados, bem como o dos coeficientes de transferencia entre os mes
mos. Se houver concordancia entre a fungao representativa da va
riagao da radioatividade no compartimento de introducao do tra-
gador e a fungga experimental, pode-ge inferir que existe uma al
ta probabilidade de o modelo cinetico postulado ser bastantepmé

ximo da situagao real;, ou seja, de que, em nivel funcional, os
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in y
-0 -a -a
y=Me 1+ e 28 4 p %t
| curva soma de tres compo-
nentes exponenciais

a _ 0,693

. L Ty

M/2 m

1
T1/2 t

In y'

curva acima subtrgida a
componente M_e “1

1
N/EM “2 - 01693
Ty/2
n.
.
1“ yll
curva anterior subtraldaa
componente N e~ %2t
P
0 = 0693
Pe %t 1/2
1
H
i
T1/2 t

Figura 1. Decomposicao grafica de uma curva composta por uma

soma de trés tcrmos exponenciais pelo método das

subtragoes sucessivas.
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processcs se realizem como esquematizado no modelo,

A formulagao de um modélo implica, para a sua solu
-ggo analftica,na existéncia de novos parﬁmetros, cuja definiqﬁo,
simbolos e dimensao se acham reunidos na tabela I,

A justificativa matematica do modélo e a maneira de
se calcularem os diferentes parametros acham-se descritas no a
péndice.

Cumpre ressaltar que os "modelos" utilizados noses
tudos de distribuicao e cinetica sgo, geralmente, super-simpli=
ficagoes que visam apenas permitir um melhor entendimento do pro
blema ou entgo, facultar uma primeira apruximaggo a este, nEoim
plicando, necess;riamente, na total aaeitaggo das conseqllencias

analfticas do modelo escolhido,

5. ANALISE ESTATISTICA.

Com a finalidade de se analisar o comportameﬁto da
crotoxina nos végios érggos e sistemas estudados submeteram- se
os resultados de cada um deles a uma analise de variancia segun
do modelo hierérquico a dois criterios de classificag;o.(z? )
Assim foram constituidos dois grupos PROTEGIDOS e NAO PROTEGIDOS
e dentro de cada um dgsses, considerados dois tempos (até 3 ho-
ras e mais de j3 horas).

Algumas comparaqges que tambem apresentavam intergg
se e que nao puderam ser obtidas pela partigao feita, foram rea
lizadas atraves do metodo de contraste de Scheffég(27)

L4 i -~ »
Para os orgaos dos quais naoc se dispunha de um nu-

mero suficiente de observagaes para a realizagao da analise aci
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ma descrita, limitou-se 2 eumparaggo das médias, terntando~lhes a
significancia das diferengas atraves do teste "t" de Student.

O nivel de significancia adotado foi sempre o de 5%
e, em ambos 0s casos, propéswse normalizar-se a homoelasticidade

Ld A
para as variaveis em consideragao,



*]___=BUTX0304D ®p BOTISUID Bp OpPNyse ou sopedoadws soajswered sop sTeuoTsuawlp saossagdxa o seodrurjep ‘sotoquig - -1 “qel
- , -~ ~ o - s

e

: o
utm aod susfejuco T ojuswTiJeduwod ou Ou we sjussead 9 ePRIISTUTWPE SSOP BU EPTIUGD [B10] SPEPTIAIIBOIPEY wﬂ
caJodaon ommm op g ne 81 € @ 7 sojusuizJednod SOp BUOS B 3jusTeAInbs fJICINOSEARIIXS SUNTOA m>
oazodaon Omwa op ¢ no 9 | 1 ojuawizJeduod o® s3usieaInbs ‘JEINOSEBARIJUT SUWNTOA Hw
osaoduod osad op ¢ no @ I rUTXO30a0 (,Jood, ) 8Se] Bp [E303 SUNIOA &b

*utw Jod EpIJajsued]l O3 I
~uswtjseduwod op essew ep ¢ (sotasaxe otew) ¥ ojuswijaedwod ¢ vaed ] ojuswijsedwod Op BIOUSISISURIG SP S3UBISUOD 7 ¥

‘utm Jod epIJIS JSURI] SOJUBE e €1
-13Jeduwos SOp essEW Bp ¢ C 8 T sojusutisedwod SO BIJUD BIOUIISJSURLY B $33URISUCD y - %
cutw Jod eprisysuea; sojusu . Iz Nﬁ.
~13Jedmod SOp ESSPW BP ¢ 7 @ 1 sojusuwijJseduod SO SJ3US BIDUSISJSURY] 8P S33URISUCD ¥ ~ 0y
9o d @ u *‘w sajusucdwocd sEpP Gw wWws S3JOTBA d N W
oduay sp apeprun ®vu eplrAOELSI 3 onb BUTX030J0 5B BP OED g <8
*utw xod ¢ -BIJE muawmwhawhzwmﬂzoﬁu&wa osed oy *d & u *‘w soejusuodwod wmv omwm>ccmh ap mvpndumqow rd whu.ﬂuYG

Frop
*utw d »jusuodwod ep oporaadiwag dz/11
*UTE u ajusuodwod ep opoldadTuag uz/tTi
*SpesSl B BZNPOJ S5 W 2jUlU
-

*uTu —oduoo ored esssudxs eatrjrorpra oedeijussuods v anb eaed oraessoosu oduwsy fopotrasadiumsg wzZ/T 1
TruorouswIp oessaxdxy . oedrTutIag oToqu IS

I viagvl




~18-

RESULTADOS

1. CROTOXINA - MARCACAO E CONTROLES Fistco-Quimicos E BIoLdGIcos.

Obtiveram-se em todas as marcagSes rendimentos vari
ando de 30 a 85%. Utilizaram-se apenas aquelas partidas de ativi
dade especffica igual ou superior a 53ECi/mg e teor de iodo li-
vre inferior a 2,05% da atividade total,

Na tabela Il podem ser observados o rendimento, a a
tividade especffica e a percentagem de iodo livre presentes nas
partidas de crotaxina—iBII usadas neste trabalho.

Na figura 2 estao representados os valores das de-
terminacoes da DL50 da crotuxinaw1311 e da nao marcada em camun-

dongos, pombos e pintainhos,

2. CINETICA DA CROTOXINA.

Aplicadas as curvas semiiogarftmicas representati-
vas da variagao da radioatividade sangﬁfnea por crotoxina marca-
da dos 10 caes NAO PROTECIDOS as diretrizes gerais de analise

gréfica referidas no cap{tulo préprio, verificou-se serem todas
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alam mmm&.timm GO uma furxr;»gf;) e ¢ satisiolts pala sons  de
trés térmos exponenciais, Uma curva ¢ as componentes resultantes
da anélise gréfica de um caso tipicu acham-se representadas na‘fi
gura 3, para cao NAO PROTEGIDO.

A resultados anélogos levou a analise das curvas se
milogar{tmicas da radioatividade sa.ng{i{naa de todos os 8 caes
PROTEGIDOS, Exemplo t{pico representativo deste grupo e repro
duzido na figura 4.

Como corolario désses resultados, foi idealizado co
mo modelo representativo da fase ("pool") crotoxina de caes NAO
PROTEGIDOS e PROTEGIDOS um sistema tricompartimentaiizado. Den-—
tre os diversos modelos poss{veis, elegeu—se o representado na
figura 5, por bem se ajustar as evidencias experimentais como a

diante sera referido,

f =
i Klz 5 Volume da fase VT
i Volume do compartimento 1nV1
]: .
<l (Volume intravascular)
i Volume do compartimento 2=V
K3 3 2
< Volume do compartimento 3=V3
K31
E 31 Volume extravascular = VE
] i Vp =Yy bV,
14
Figura 5

Assim, a fase crotoxina resulta formada essenciale
mente por dois espagos, um correspondendo ao volume do intravai
cular e que se identifica com o compartimento 1 (compartimento
de introduq;o e amostragem do tragador) e outro, de localizagao

. o co
extravascular, que, para satisfazer as caracteristicas cineti~
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cas, deve ser representado por dois compartimentos (compartim&g
tos 2 e 3) trocando e equilibrando com o compartimento intravas
cular com ritmos diferentes.

Para os diversos componentes calcularam-se os valé
res dos T 1/2 e dos o . Obtiveram-se tambem os volumes da fase
crotoxina (VT) e 0s dos compartimentos intra e extravasculares
(V.1 e VE). Os valores numéricos, dados de acordo com as expres—
soes dimensionais constantes da tabela I, com as respectivas mé
dias e desvios padrao,achammse reunidos nas tabelas 11l e IV.
Esses resultados referem-se a caes NAQ PROTEGIDOS e PROTEGIDOS,
respectivamente.

Para 7 caes NAO PROTEGIDOS e 3 PROTEGIDOS determi-
naram-se os valores numericos das constantes de transferencia
K

K K e th, apenas com o objetivo de se conhecer,

127 T2y KiB' 31

de um lado, a ordem de grandeza dos mesmos e facultar o calculo
de V2 e V3 e, de outro lado, para simular, em computador analo-
gico, a cinetica da crotoxina e comparar os dados oriundos do
modelo com os experimentais. As figuras 6 e 7 mostram as curvas
obtidas no computador analégico para os compartimentos dos caes
NAQ PROTEGIDO e PROTEGIDO respectivamente.

Nas tabelas V e VI acham-se consignados respectiva
mente os valores medios dos coeficientes de transferancia, dos
volumes da fase e de seus compartimentos, obtidos em caes NAO
PROTEGIDOS e PROTEGIDOS, respectivamente.

Cote jando-se o0s parametros fundamentais da cineti-
ca em caes NAO PROTEGIDOS e PROTEGIDOS verifica~se que as dife-
rengas significativas entre eles situam~se, nas alteragSes dos
volumes total e extravascular, assim como nas do ritmo de remo-

¢ao da crotoxina, conforme se verifica na tabela VII. Encontra-

ge tambem ai assinalada a magnitude da variacao.
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TABELA V

Valores medios e respectivos deavios-padrao das cons-

tantes de transferancia, de renovacao e dos volunes dos

compartimentos obtidos em caes NAO PROTEGIDOS (n = 7)

fgﬁ"" 10,60 + 3,59  “g
T1/2 m 2633 + 225 oy -
| T1/2n 15,28 + 2,71 gin.
T1/2p | 2,l38 + 0,52 T
'km ' | 0,18 + 0,09 %
k12 io,sg + 1,06 2
k. 15, + 4,06 %
| k13 6,95 + 2,31 o
kyp 1,22 + 0,5 %
_ Vl 8,06 + 1,10 A
v, 596 + 2,01 %
A 52,50 + 10,34 %
vT' 66,51 + 10,80 %
Ve 58,43 & 11,00 %
ol 1 60263+ 0,008 %




TABELA VI

» N N -
Valorea -:edios e respectivos desvios-padrao das cons
L ~
tantes de transferencia, de renovagao e dos volunes dos

conpartinentos,obtidos em caes PROTEGIDOS (n = 3)

ﬁpaso Kg 9,20 + 1,02 2
T 1/2 m 322,00 + 65,00 Thaa -
T 1/2n 30,50 + 5,9  wu
T1/2p 3,80 + 0,95 o~
Ky 0,31 + 0,15 4
‘;1_2 L2% ¥ 0,43 4
Koy 13.3% & 336 ¥
k13 1,73 + 0,49 5
k31 0,% + 0,17 %
v, 3,30 + 1,66 o
v, 2,70 + 0,70 A
v, 17,60 + 5,16 7
Vo 23,00 + 4,29 A
v, 20,30 + 3,99 o
°’<i 0,0% + 0,0lp %
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Na tabela VITI pode ser verificnda a comparm:gm an-
tre as gquantidades de radiocatividade eliminadas, deterninadas quer
atraves de célculo, guer experimentalmente atraves da amostragem
de urina.

A obvia diferenga de comportamento entre NAO PROTE-
GIDOS e PROTEGIDOS e claramente verificada pelo cotejo das respec
tivas curvas de radipatividade sangu{nea. A figura 8 traduz o ex
posto, atraves da comparaggo das curvas sanguineas dos caes NAO
PROTEGIDO (n? 8) e PROTEGIDO (n® 3).

Comparando-se a evolugio da radicatividade em fun-
950 de tempo, caldulada analiticamente para o compartimento ]l no
mesmo animal e nas mesmas condigges experimentais, com a observa
da experimentalmente, constatou-se a perfeita identidade dos an-
damentos. Isto e altamente sugestivo da validade do modaio, jus~
tificando assim sua escolha, Os dados correspondentes a esta com

parag;o estao na tabela IX.

3. DISTRIBUICAO DA CROTOXINA EM TECIDOS, ORGAOS E HUMORES.

Nas tabelas X e XI acham-se os valores medios da con
centragao de crntoxina—lBll, correspondentes aos caes NAO PROTE-
GIDOS e PROTEGIDOS sacrificados entre 2 a © horas. fsses valores
830 expressos em microgramas por mililitro ou por grama (mcg/ml
ou g) e dizem respeito a cada um dos humores, 6rg§os e tecidos a
mostrados. _

Do cotejo deésses dados relativos a NAO PROTEGIDOS e
PROTEGIDOS resultam, como significativamente diferentes ao nivel

de 5% os valores reunidos na figura 9. Como se verifica, no cao




TABELA VIIT

do grupo NAO PROTEGIDO (n® 13)

Valores da radicatividade eliminada por um aninsal representativo

Tempo
em

min.

Radicatividade eliainada (% da dose injetada)

E . -
ltrada a

crotoxina

Nao ligada
a [ d
proteinas

Total

Experinental

Calcujada
atraves de

k1s

1,71
2,73
3,72
4,18

6,45
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TABELA

IX

e

~ i . »
Comparagac entre os valores experimentais € os valores teoricos calculados

pelo computador e os respectivos desvicés percentuais.

NAO PROTEGIDO (n® 8)

PROTEGTIDO (n® 3)

Tempo Valorestha% da dose De?%o Tempo Vaior‘est(gatmafﬁ da dose De(x%io
min, |Experi= [Calculado | min. [Experi- |Calculade
0,5 | 96,37 oL,31 | 5,54 1,0 | 94,09 94,09 | 0,00
1,0 | 79,02 83,90 _5,81 3,0 | 86,31 84,65 1,96
2,0 | 71,82 72,11 | -0,40 6,0 | 72,67 74,68 1-2,69
3,0 62,20 63, 38 -1,77 15,0 | 57,31 59,28 -3,33
4,0 60,23 50,84 5:95 20,0 | 54,81 54,58 0,42
8,0 43,50 42,49 2,38 25,0 | 54,37 50,92 6,77
14,0 34,13 33,70 1,26 30,0 | 46,46 47,87 -2,95
19,0 | 29,29 20,45 1-0,54 40,0 | 40,98 42,89  {-4,45
40,0 19,72 19,95 -1,18 50,0 | 19,62 38,95 1,73
60,0 15,83 16,43 | -3,63 60,0 | 38,26 35,78 6,94
80,0 15, 46 14,98 3,19 80,0 | 31,08 31,13 -0,17
100,0 | 14,37 14,36 0,06 90,0 | 28,33 29,43 |-3,74
120,0 | 13,89 14,06 | -1,19 100,0 | 28,05 28,04 0,02
300,0 | 13,21 13,21 0,00 240,0 | 20,67 20,95 |-1,34
360,0 12,98 12,98 0,00 300,0 | 19,78 19,78 0,00
Soma dos desvios 3,86 Soma dos desvios -0,83




PROTEGIDO as concentragoes sangliinea e esplénica sao mais eleva
dos, enquanto se encontram diminuidas as concentraqaes nos teciw
dos renal e muscular (tibial anterior e diafragma).

A radioatividade presente no lfquido céfalowraquidi
ano e no cerebro e muito baixa tanto em caes PROGETIDOS como nos
NAO PROTEGIDOS, nac havendo diferengas significativas entre as
medias obtidas em um e outro caso (vide apéndice, tabela g),

A radioatividade existente na saliva e na bile (vi-
de apéndice, tabelas 1] e 12), corre muito prov;velmente por con
ta de iodo livre e nao de crotoxina—lBII. Bste fato pode ser ve-
rificado "contando-se" as amostras antes e apés dialise prolonga

da (48 horas) contra agua destilada.




TABELA

Valores em meg/ml ou g calculados em funqgo da atividade espec{fica in-

jetada, presentes em 1 g ou 1 ml do material retirado de caes NAO PROTE

GIDOS,

6rg§os N? de experigncias Média Desvio padrao
Sangue 16 0, 358 0,069
Rim 11 1,747 1,060
Bago 12 0,436 2,286
Pulmao 12 0,759 0,619
Figado 12 0,964 0,214
Coragao 6 0,215 0,223
Misculo tibiai. 6 0,031 0,010
anterior

Musculo diafragma 7 0,129 0,173
Ganglios mesente- 7 0,271 0,124
ricos (linfaticos)
Cerebro 5 0,000 0,011
Liquor 8 0,009 0,007




TABELA X1

Valores em meg/ml ou g calculados em fungao da atividade espec{fica in-

jetada, presentesem 1 g ou 1 ml do material retirado de caes PROTEGIDOS.

Liquor

érg;os N® de experiencias Media Desvio padr;o
Sangue 10 0,868 0,175
Rim 8 0,233 0,105
Bago 8 2,475 1,349
Pulmao 7 0,318 0,210
r{gado 7 1,502 0,519
Coragao 2 0, 004 0,014
Musculo tibial 5 0,0022 0, 0007
- anterior
Misculo diafragma 3 0,0019 0, 0007
Ganglios mesente- 6 0,212 0,151
ricos (linféticus)
Cerebro 3 0,0025 0,0077
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DISCUSSAO

0 fulcro déste trabalho ¢ a premissa de que a croto
xina marcada com 131} seja efetivamente tracgador adequado da cro
toxina nao marcada, ou sejagde que seu comportamento biolégicoeé
pelhe fielmente o da proteina que nao sofreu qualquer tratamen
to radioativo.

Para se presumir da identidade de comportamento quan
to a distribuigao parece suficiente referir as seguintes compro
vagoes:

1. identidade de comportamento eletroforético;

2, identidade de comportamento qufmico, face a rea-
gentes precipitantes;

3. identidade de toxidez;

4. identidade de acoes farmacolégicasgb)

A analisc gréfica a que foram submetidas as curvas
de radioatividade sangufnea em fungao de tempo em ambos os gru~
pos de caes estudados levou a aceita-las como fungoes satisfei-
tas pela soma de trés termos exponenciais. A estes devem corres
ponder, portanto, um igual numero de compartimentos da fa s e
{"poo1") crotoxina.( 2k, 25)

Dos modelos de tres compartimentos escolheu-se o da

figura 5. Ngste, 0 compartimento 1 € o de introducao e amostra-

gem do tragador ¢ o8 2 & 3 8ao compartimentos que equilibram com




o primeiro, decorrido um certo tempo., BEste modélo e estrutural-
mente igual tanto para caes NAO PROTEGIDOS como para PROTEGIDOS,
divergindo apenas, nos dois grupos, em suas caracteristicas di-
namicas.

O compartimento 1 pode faciimente ser identificaw
do com o espago intravascular, uma vez que nele se introduziu a
toxina cujo peso molecular ¢ suficientemente elevado (PM, 30.000),
para se poder presumir que nao abandone este territorio coma ra-
pidez de um eletrolito.

Os compartimentos 2 e 3 representam o espago de dis
tribuigao extravascular da crotoxina. O volume total de sua dig
tribuigao (VT), tem valor medio de 67,5% da massa corpﬁrea no
caso dos caes NAO PROTEGIDOS.

Analigando-se os valores correspondentes aos compar
timentos 1, 2 e 3 nos caes NAO PROTEGIDOS (Tabela V ) verifi-
ca-s5¢ que a soma de V1 e V2 representa aproximadamente 25% do
valor de VT, 0 que poderia equivaler ao espago extracelular, En
quanto que o volume do compartimento 3 (VB) poderia representar
acrotoxina_l311 firmemente ligada a estruturas celulares. A pos
sibilidade de V3 representar o espago intra-celular parece estar
excluida, por quanto,sendo a crotoxina desprovida de lipossolu-
bilidade, dificilmente poder-se~ia admitir sua passagem atraves
das membranas celulares. Corrobora esta dedugao a verifica gao
experimental de que a crotoxina nac atravessa a barreira hemo-
quuérica.

Examinando-se os valores das concentragoes de croto
xina nos orgaos e tecidos de animais NAO PROTEGIDOS (Tabe

la X), verifica-se haver concentragoes importantes naqueles al-

-
tamente celulares e nos musculos.

Esta interpretagao anatomica dos espacos cineticos,




resultantes do estudo da dinamica da crotoxina marcada, acha-se

de acordo com os fatos conhecidos, ligados ao . seu proprio efei
to farmacologico, ou seja, de que e ao nivel das placas termina
is e das celulas dos tubulos renais que se exercem preponderan-
temente as agaes desta toxina.

Analisando-se a curva sangﬁinea e especialmente, a
reconstrugao analégica da variagao da radiocatividade em fungao
de tempo nos tres compartimentos (Figuras 6 e 7), torna-se evi-"
dente que o equilibrio de distribuicao e obtido por volta de
120-150 minutos. '

A crotoxina, nos animais NAO PROTEGIDOS, € removida
de sua fase, segundo um ritmo que e, em media, de 0,027% da mas
sa total por minuto, ou seja em LL horas 50% da crotoxina foi
removidh do organismo. E interessante referir gue 48 horas'apés

a administracao venosa de crotoxina em doses de 200-250 mﬁ/Kg a

paralisia, regra geral, acha-se em franca regress;o.

A sede do processo de remogao da crotoxina, ainda n
determinada, deve situar-se em algum lugar que, dinamicamente ,
se identifica com o espago intravascular, uma vez que o modelo a
ceito e confirmado, ate o limite compativel com a capacidade de
metodologia empregada, exige esta identificagao (ritmo de remo-
gao kl&)' Isto nao significa que o "catabolismo™ seja intravas-
cular, mas exige que o mesmo se de em "sitio" tao proximo do in
travascular, para,dinamicamente, portar-se como se ai estivesse
localizado,

A existencia de atividade toxica da urina eliminada
pelos caes NAO PROTEGIDOS, estimada em cerca de 1,5% da dose de
crotoxina—lBlI administrada, mostra que, da radicatividade total

eliminada por esta via (em media 20% da dose em 6 horas) aproxi

madamente 80% deve ser representada por iodo livre ou seja, por



wradioiado oriundo presumivelmente da degradagao metabolica da-

molecula da crotoxina marcada.

-A fragzo da dose eliminada pela urina, corresponw
dente a crotoxina metabolizada e da mesma ordem de grandeza da
calculada pelo ritmo de transferencia klh (6,4% e 7,5% reépgg
tivamente),

Da analise dos dados relativos aos animais PROTEGI
DS, verifica-se que, do ponto de vista compartimental, nao hou
ve qualquer alteragso. 0 mesmo modeélo cinetico aplica-se,pois,
a ambos o8 grupos de animais, com as mesmas conseqiiencias dina-
micas gerais.

A diferenca fundamental no comportamento dos dois
grupos assenta-se nas diverggncias apontadas pela tabela VII on
de se registram os valores numericos significativamente diferen
tes,’

Chama desde logo a atengao a diversidade do espaco
global de distribuicao (VT), ou seja, a fase crotoxina dos PRO-
TEGIDOS e significativamente menor, por um fator da ordem 2,3,
Pode verificar-se que esta diminuiqgo se deu guase que exclusi-
vamente a custa da diminuigZO do compartimento 3. Com efeito,en
quanto a soma de Vl e V_ diminui por fator de apenas 1,2 ( de
13 para 11), v3

52,5 para 17,6). Houve, pois, consideravel redugao do espago cor

2
decresceu no PROTEGIDO por um fator de 2,98 (de

-~
reapondente ao compartimento 3. Como corolario dessa diversa dis
tribuigao dever—se-ao encontrar, no caso dos PROTEGIDOS, valores
"~ . - ks - » ~
de concentragao radioativa muito mais baixos nos orgaos represen
3 - ~ »
tativos da maior por¢ao da massa corporea,
. ~
Realmente foi o que se observou nas concentracoes
»
da radioatividade dos musculos que se reduziram a valores da or-

dem de 1/10, fBste achado leva a aceitar a hipotesede que a




crotoxina nao logra distribuir-se aos territorios criticos (mis
culos e rins)em concentragoes suficientes para que seus efeitos
se observem quando da previa administragao de soro anticrotali-
co em quantidades suficientes,

Analisando, por outro lado, o ritmo de remoqao de
crotoxina em caes PROTEGIDOS, verifica-se que o mesmo se acele-
rou alcancando valor (Tabela VIT ) cérca de tres vezes maior que
o do NAO PROTEGIDOS {0,026 para 0,084). Uma mudanga de ritmo tao
significativa deve, supostamente, estar ligada a outro tipo de
processo como responsavel pela remogao da crotoxina. Realmente,
formando o antiveneno crotalico com a crotoxina complexo molecu
lar (macromolécula), pode admitir-se, para este, um mecanismo de
remocao diretamente ligado a acao fagocitaria do sistema reticg
lo endotelial,

Uma sugestiva evidencia dessa interpretagao & forne
cida pelos valores de concentragao radioativa em determinados
orgaos dos animais PROTEGIDOS. Com efeito, se se comparar (Eigg
*a O ) os dados relativos ao bago, érggo particularmente ri-
co em sistema reticulo-endotelial, de caes NAO PROTEGIDOS ePRO
TEGIDOS, verifica-se que a concentragao no bago dos ultimos su-
biu na proporgao de 5,7 vezes. Isto atesta o incremento de um
fenameno de seqllestracao, que bem poderia ser o responsavel pelo
aumento do ritmo de remogao da crotoxina complexada.

Os valores da concentragao sangllinea devem, bbviamea
te, apresentar-se elevados nos animais PROTEGIDOS, uma vez que
o complexo toxina-antitoxina, nao podendo difundir-se ao esp;;o

. LVE)
crotoxina, permanece represado no intravascular,

Os dados relativos a concentragao radioativa em humo

res e orgaos, permite abordar um aspecto muito importante da far

macologia da crotoxina. Aceita-se com base no estudo farmaco-




logico das agoes da crotoxina que os efeitos motores estejam 1i
gados tao somente a agao desta toxina sobre as placas terminais
da jungao neuromuscular e nao sobre o sistema nervoso central.A
conclusoes analogas poder-se~ia chegar em vista da extremamente

baixa concentragao radioativa verificada no cerebro e liquido ce

falo-raquidiano dos animais NAO PROTEGIDOS. Por outro lado,os va'

lores nos tecidos nervosos centrais e no liquor nao diferiram em

ambos 08 grupos de caes, conservando-se extremamente baixos.




CONCLUSOES

1. A cinetica da crotoxina e adequadamente repre-
sentada, nos animais nao tratados e nos protegidos com soro
anticrotélico, por um modelo cinetico representado por uma fﬁ
se tricompartimentalizada,

2, Os compartimentos em que se subdivide a fase
("pool") crotoxina podem assim ser identificados: conpartimen
to 1, espago intravascular, gque, unido ao £, corresponde pre-
sum;velmente ao espago extracelularj o conpartimento 3, repre
senta possivelmente o espago cobertc pelas estruturas celula-
res a nivel das quais a crotoxina~1311 se fixa firmemente.

3. A crotoxina e renovida do animal NAO PROTEGIDO
segundo ua ritmo equivalente a cerca de 38,8% da massa total
por dia.

4. A distribuigao da concentragao radioativa em hu
mores, 5rg§os e tecidos reforga o conceito de que a agao pe
riferica da crotoxina esteja ligada 2 sua concentrag;o ao ni-
vel dos tecidos nusculares,

5. Os rins de caes NAO PROTEGIDOS foran os orgaos
que apresentaram maior concentracgao de crotoxina, justifican-

- Ll »
do provavelmente as lesoes degenerativas e necroticas des -

critas,

. e . »
6. A crotoxina nao atravessa a barreira hemoliquo




riea, nem a hemaancefﬁlimn, pelo menos no perfado de tenpo co
berto pela experiencia (6 horas).

7. A préevia administragao de soro anticrotalico a
caes determina profundas alteraqges da dinamica e da diatriba
igao da crotoxina, caracterizadas pela diminuigao do compar-
timento 3, aumento do ritmo de remogao que prov;velnente pas-—
sa a depender de um incremento do mecanismo fagocitério e di
.ninuig;o altamente significativa da concentragao da radioati~
vidade ao nivel das celulas musculares, sede da aé;o per:ifé«-

rd »
rica da crotoxina e ao nivel das celulas renais,




A finalidade do presente trabalko foi investigar

” . . ~ w + - 3
a cinetica e distribuigao, em caes, da crotoxina, principal

frag;o da pegonha de Crotalus durissus terrificus, Para tan-

131

to a crotoxina foi radioiodada, usando-se o ICl. O compor

131

”» * »
tamento eletroforetico, quimico e biologico da crotoxina 1

foi identico ao da nao marcada, podendo-se presumir que esse
tragador espelhe fielmente o coiportamento da proteina que
nao sofreu qualquer tratamento radiocativo,

Um modelo de tres compartimentos foi escolhido e
testado para o estudo da cinetica da crotoxina. O conpartinen
to 1 foi identificado coma sendo o intravascular que, unido
ao 2, fepresenta presumzvelmente o espago extracelular. ()COE
partimento 3 representa provavelmente o espaco coberto pela
porgao celular que fixa firmemente a crotoxina,.

O ritmo de remogac da crotoxina calculédo, para
NAO PROTEGIDOS, atraves de caéze o determinado experimental-
mente atraves da amostragem de urina sao da mesma ordem de
grandeza e correspondem 2 aproximadamente 38,8% da massa to-
tal injetada por dia (T 1/2 = 2.633 min.).

As concentragoes de crotoxina—lBlI relativasente
altas existente nos mﬁsculoé e extremamente baixas no lfquor
e ceérebro corroboram a hipétese de una agao periférica para

a4 crotoxina,

» ~
Os rins foram os orgaos que apresentaram, no ca-

so dos NXO PROTEGIDOS, maior concentracao de radioatividade,




Isto parece justificar as leases degenerativas e necroticas

das celulas renais que a crotoxina causa,

A adninjstraggo prévia de soro anticrotalico al
tera profundanénte.a distribui¢ao da crotoxina., Um modelo
triconpartinentalizado se ajusta aos dados experimentais tam
ben para esses animais {PROTEGIDOS).

Ha redugao do volume do conpartimento 3 e aumen
to significativo da excrecao (3 vezes maior), sendo o T 1/2
igual a 822 minutos. Parece haver um incremento da fagocito-
se quando se forma o complexo toxina-antitoxina. flste fato «
atestado pela presenca de altas concentraqges no ba¢o de caes
PROTEGIDOS.

A concentraqgo da radicatividade presente nos
rins desses animais sofreu uma redugso de 7,6 vezes,

Parece que as informaqaes obtidas confirmam as
conclusoes do estudo sobre a aqgo farmacodinamica da crotoxi
na e poder;o posslvelnente trazer esclarecimentos uteis pa-
ra a terapgutica dos acidentes causados por picada de casca-

vel,




As curvas representativas da evolugao no tempo da
concentragao radicativa (atividade por unidade de volume) sangui
nea, ajustam-se a uma fungao composta por uma combinagio linear

de tres termos exponenciais.

Tal fato sugere um modelo cinetico constituido por

(24)

tres compartimentos , conforme esquematizado na figura 5.

A variagao no tempo de concentragao radioativa nos
diversos compartimentos e em uma fase de eliminagao ou acumulo,

e regida pelas equagoes diferenciais:

-

= - (K,, +K A, + K.. A

*Kyg) A K 31 A3

o
T

12 13 21 72

=

[=
t
-
Lo
[
]
—
[

dA, |

dc - " F Fpa Ay v Ky Ay
ds ,

ac " KM

onde: Al’ AZ’ A3 e 5, representam as atividades por unidade de
volume, respectivamente, nos compartimentos 1, 2 e 3 e na fasec

o ’ ~
eliminagao}




~representa a fragao da radiocatividade presente
no compartimento 1 que & transferida ao compar
timento 2, na unidade de tempo ¢ & denominado
coeficiente de transferencia;

221 ~coaficiente de transferencia do compartimento

2 a0 compartimento 1;

KIB ~idem, do compartimento 1 ao 3;

KBI ~idem, do compartimento 3 ao 1;

K,4 ~representa a frageo da radivatividade presente

no compartimento 1 que @ removida do sistema
com carater irreversivel (catabolismo), na uni

dade de tem}o.

0 sistema de equagoes diferenciais lineares pode ser

resolvido pelo metodo proposto por RESCIGNO (29,30)'

ou seja ,
atraves do emprego de transformadas de Laplace.

HATTEWS (28)

, empregou tal método e expressou, sob
forma explicita, as equagoes resultantes da variagio da concen-
tragao radicativa em quaisquer compartimentos e em uma fase de

eliminagao ou acimulo (S), como se segue:

-, t - a,t - a.t
Ay =Mye 1"+ N, e "2°+ P,e 73
o -t - a,t - a,t
AZ Hz_e 17+ Nz e zZ° s Pz e 3

-~ t - ot - .t
A3 - HB e 1 RS e 27+ P3 e 3

- -a,t “a,t . .~ a,t
g M4EI+NQE 241‘4(2 3

havendo as seguintes relagoes entre os diversos parametros:

a, . 4
£ w 1 "2 %

14

'Hlﬂzﬂ:s#h!

1% %4098




{ '2
wmi — T - - 2
4 ,sl (33 ul) + JI (ag uz) + al 5, |7+

+ 4&1 ( 02' al) ( u3w a

5)

- .J;_ ¥ - -
Koy ™3 [:Jl Cogap) + N (ag-ay) +o e+ \B :]
1 L]
- 1 - 3 - -\32
K31 732 [’1 Cogmap + 3 (oy-0) +ara ]
(Kyp= ) (Ky= ) (Ry - @)
Kig ™

Kpp (B3p7Kpy)
K, = —Kam %) Ky %) Ky
13 Ky (Kap7Kgy)

Os volumes dos compartimentos sao calculados pelas

- 03)

relagoes:

At At
V]_ o o - o
MI + Nl + PI C0
K
12
V., = - v
2 1\21 i
'
13
Vi - Vi
"3

onde: A - - ‘. s - ~
t, € a atlvidade total administrada; C, e a concentragao

. . - »
radioativa sanguinea no instante zero.

0 calculo de v esta baseado na metodologia de ai

(23)

luigao de isotopos »eodeV, eV, & resultante da condi-

cao de equilibrio dinZmico.
0 volume de distribuigao (volume total Vt), pode

ser determinado simplesmente, pela soma dos volumes parciais,ou
. A
diretamente por: t

V =
t M

¥}

1

onde Ml ¢ o coeficiente do termo exponencial correspondente ao

* -* [}
semi-periodo mais longo.




TABELA 1
~53~

SANGUE
Valores individuais para amostras de sangue colhidas no momento do
fsagrificjo (horas),sgo expressos o % da dose injetada por ml de

- - . .
sangue e . o-equivalente-a crotoxina em(mcg/ml) nricrograma por mili

litro para caes NAO PROTEGIDOS € PROTEGIDOS.

NAO PROTEGIDO PROTEGIDO
Horas 7% da dose mcg/ml - % da dose meg/ml
injetada/ml injetada/ml

2,0 0,0210 0,453 0, 0260 1,110
2,0 0, 0166 0, 325 0,0322 1,061
2,0 0,0160 0,406

2,5 0,0130 0, 250 0, 0489 1,003
2,5 0,0130 0,242 0, 0500 1,000
3,0 0,0160 0,443 0,0430 0,924
3,0 0,0147 0, 386 0, 2950 0,641
3,0 0,0110 _ 0, 369

3,0 0,0241 0, 451

4,0 0, 0074 0, 298 0,0410 0,713
4,0 0,0116 0,393

4,0 0,0110 0,289

5,0 0,0100 0, 420 0,0158 0,828
5,0 0,0201 0,629
5,5 ' 0,0271 0,772
6,0 0,0160 0, 329

6,0 0’m8[4' O’ 3{56

6,0 0,0168 0,294
‘ Mégia 0,358 + 0,069 mcg/ml 0,868 + 0,175 mcg/ml
Ate 3 horas 0,369 + 0,081 mcg/ml 0,956 + 0,166 mcg/ml
Mais de 3 horas 0,344 + 0,054 meg/ml 0,735 + 0,085 meg/ml

ANALISE ESTATISTICA (analise de varidncia)

Fonte de Graus de Soma de Quadrados F
variagao liberdade quadrados medios

Entre grupos 1 1,599 1,599 26,?0*
Entre tempos 2 0,120 0,060 5,61%
(dentro grupo) .
Entre animais 22 0,235 0,011

dentro tempo
entro grupos?

Total 25 1,954

* Significante a nivel de 5%.




TABELA 2
RIM

Valores individuais para amostras de rim colhidas no momento do sa
L ) by

crificio (horas), Sao expressos em % da dose injetada por grama de

P . . - _ 131 .

orgao e em equivalente a concentragao de crotoxina- 2m microgra

mas por grama (mcg/g), para caes NAO PROTEGIDOS e PROTEGIDOS.

NAO PROTEGIDO PROTEGIDO
Horas 1 % da dose mceg/g % da dose mcg/g
injetada/g injetada/g
2,0 0,1970 4,178 0,0031 0,134
2,0 0, 0560 1,005 0,076 0,250
2,5 - 0,0450 0,860 0,0216 0, L44
2,5 ¢, 1210 2,317 '
3,0 0, 0340 0,967 0, 0065 C,139
3,0 0, 0300 0,945
4,0 0, 0460 1,860 00,0110 0,189
4,0 0,0790 2,071
5,0 00,0300 1,200 00,0003 0, 329
5,0 0, 0067 0,211
55 0, 0059 0,169
6,0 0, 0550 1,105
6,0 0, 0580 2,616
Mééia geral 1,747 + 1,000 meg/g 0,233 + 0,105 mcg/g
Ate 3 horas 1,727 ¥ 1,315 meg/g 0,242 ¥ 0,143 mcg/g
Mais de 3 horas 1,770 + 0,628 meg/g 0,224 + 0,070 mcg/g
ANALISE ESTATISTICA (an.';lise de variancia)
Fonte de Graus de Soma de Quadrados F
vari ag;o liberdade quadrados medios
Entre grupos 1 10,6014 10,614 3,695"
Entre tempos 2 0, 006 0,003

(dentro grupo)

Entre animais 15 10, 356 0,690
(dentro tempos
dentro grupos)

Total 18 20,976

# Significante a nivel de 5%.




Valores individuais para amostras de f{gada

TABELA 3

Ffcano

colhidag no momento do

sacrificio {horas). Sao expressos em % da dose injetada por grama de

.o . % ~ ) 13
orgac e em equivalente a concentragao de crotoxina- ™ 1

em microgra

mas por grama (mcg/g), para caes NAO PROTEGIDOS E PROTEGIDOS.

NAO PROTEGIDO PROTEGIDO

Horas -

% da dose meg/g * % da dose meg/g

injetada/g injetada/g
2,0 0,034 0,729 0,0219 0,930
2,0 0,046 (, 905 0,0251 0,827
2,5 0,047 0,905 0,0850 1,746
2,5 0,043 0,822 L
3,0 0,031 0,869 0,0525 1,128
3,0 0,01 0,840
4,0 0,023 0,928 0, 0799 1,378
4,0 0,028 0,943
4,0 0,030 0,778
5,0 0,027 1,102 0,0344 1,807
5:5 0, 0494 1,904
6,0 0,070 1,397 —
6,0 0,030 1,356
Media geral 0,964 + 0,214 meg/g 1,502 + 0,519 meg/g
Ate 3 horas 0,845 + 0,006 meg/g 1,158 + 0,412 meg/g
Mais de 3 horas 1,084 + 0,249 meg/g 1,846 + 0,376 mcg/g

ANALISE ESTATISTICA (analise de variancia)

Fonte de Graus de Soma de Quadrados F
variaqgo liberdade quadrados medios
Entre grupos 1 1,387 1,387 2,160
Entre tempos 2 1,285 0,642 9'331*
(dentro grupo)
Entre animais 16 1,101 0, 060
(dentro tempos
dentro grupos)
Total 19 3,773

* oo
Significante

a nivel de 5%.




TABELA 4

BACO

Valores individuais para amostras de bago colhidas no momento do

‘sacrificio (horas). Sao expressos em % da dose injetada por grama
oo N ~ , 131 .

de orgac e em equivalente a concentragao de crotoxina- I em mi-

crograma por grama (mcg/g), para caes NAO PROTEGIDOS e PROTEGIDOS,

NAO PROTEGIDO PROTEGIDO
Horas
% da dose v meg/g % da dose meg/g
injetada/g injetada/g

2,5 0, 1200 0,237 0,2510 5,156

2,5 0,0220 0,428 :

3,0 0,0130 0, 356 0,0970 2,085

3,0 0,0110 0,294

4,0 0,0140 0,562 0,1077 1,858

4,0 0,0150 0,496 e

4,0 0, 0070 0,173 —

5,0 0, 0060 0, 240 0,0711 3,736

5,0 0,0897 1,609

55 0,0673 2,589

6,0 0,00630 1,205

6,0 0,0110 0, 490

Media geral 0,436 + 0,286 meg/g 2,475 + 1,349 mcg/g
_Ate 3 horas 0,335 + 0,064 mcg/g 2,501 + 1,827 mcg/g

Mais de 3 horas 0,538 + 0,388 mcg/g 2,448 + 0,955 meg/g

ANALISE ESTATISTICA (analise de variincia)

Fonte de Craus de Soma - de Quadrados F

variagao liberdade quadrados medios

Entre grupos 1 19,951 19,951 31, 7"

Entre tempos 2 0,128 0,064

(dentro grupo)

« Entre animais -16 - 13,534 0,846
{dentre tempos

dentre grupos)

Total ) 19 33,613

Significante a nivel de 5%.




TABELA 5

PULMAO

de 6rg;o e em equivalente a concentrag;o de crotoxina-
grama por grama (mcg/g), para caes NAO PROTEGIDOS e PROTEGIDOS.

£

~57-

Valores individuais para amostras de pulmao colhidas no momento do
sacrificio (horas), Sao expressos em % da dose injetada por grama

I em micrg

dentro grupos)

(dentro tempos

NAO PROTEGIDO PROTEGIDO
H
oras % da dose meg/g % da dose meg/g
injetada/g injetada/g

2,0 0, 0200 0,431 0,0034 0,148
2,0 0,0150 0, 300 0,0157 0,518
2,5 0,0200 0, 386

3,0 0,0205 0,555 0,0142 0, 306
3,0 0,0203 0,525

4,0 0,0250 1,035 0,0125 0,215
4,0 0,0170 0,562

4,0 0,0120 0,313

5,0 0,905 0,0017 0,092
5,0 0,0171 0,652
545 0,0076 0, 294
6,0 0, 1290 2,580

6,0 0,0140 0,652

Media geral 0,759 + 0,619 mcg/g 0,318 + 0,210 mcg/g
Até 3 horas 0,511 % 0,198 mcg/g 0,324 + 0,186 meg/g
Mais de 3 horas 1,008 + 0,811 mcg/g 0,313 + 0,240 mcg/g

ANALISE ESTATISTICA (analise de variancia)

Fonte de Graus de Soma de Quadrados F
variagao liberdade quadrados médios
Entre grupos 1 0,862 0,862 2,323
Entre tempos 2 ' 0,741 0,371 1,490
(dentro grupo)
Entre animais 15 3,729 0,249

Total

5,332
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TABELA 7

CORAGCAO

Valores individuais para amostras de coragao colhidas no momento do

sacrificio (hora). Sao expressos em % da dose injetada por grama de

L ~ R - "~ R 1
orgao e em equivalente a concentragao de crotoxina-

ma por grama (mcg/g), para caes NAO PROTEGIDOS e PROTEGIDOS.

1 .
I em microgra

o NAO PROTEGTDO PROTEGIDO

R EXTX ok R,
2,5 0,0350 0,667 — —
3,0 0, 0050 0,153 o -
3,0 0,0030 0,002 — .
4,0 0, 0030 0,088
5,0 0,0030 0,133 0,0015 0,048
55 0, 0020 0,080
6,0 0, 0080 0,157 —_— .

Media geral

0,215 + 0,1.23 meg/g

0, 0640 + 0,0141 mcg/g

ANALISE ESTATISTICA (teste t de "Student")

t = 0,834

Diferenga nao significativa a nivel de 5%.




TABELA 8

CEREBRO

-
Valores individuais para amostras de cerebro colhidas no momento do sa~

crificio (horas). Sao expressos em % da dose injetada por grama de Or=-

~ - ~ . 131 ,
gao e em equivalente a concentragao de crotoxina~ ~ T em micrograma por

grama (mcg/g), para caes NAO PROTEGIDOS e PROTEGINOS.

NAO PROTEGIDO PROTEGIDO

Horas

.% da dose meg/g % da dose meg/g

injetada/g injetada/g
2,0 0, 00002 0, 0003 0, 00001 0,0003
2,5 0, 00050 0,0105
3,0 0, 00030 0, 0030
3,0 0, 00020 0, 0050 0, 00010 10,0021
5,0 0, 00010 0, 0050

- 6,0 0,00010 0, 0040

Media geral

0,0045 + 0,0037mcg/g

0,00254 Q,0023meg/g

ANALISE ESTATISTICA (teste t de "Student")

t = 0, 72]

Diferenga nao significativa a nivel de 5%,



TABEIA Y

LfQuoR

4 £ >
Valores individuais para amostras de liquor colhidas no momento do sa-

crificio (horas). Sao expressos em % da dose injetada por mililitro de

‘ R - , 131 , ,
humor e em equivalente a concentragao de crotoxina- 3 I em mililitro

(mcg/ml), para caes NAO PROTEGIDOS e PROTEGIDOS.

NAO PROTEGIDO PROTEGIDO
Horas % da dose meg/ml % da dose mcg/ml
injetada/ml injetada/ml

2,0 — , 000038 0, 00082
3,0 0, 00046 0,0130 —_— o———a
3,0 0, 00003 0, 0007 —, —
3,0 0, 00035 0,0118 —_— ———
3,0 0, 00021 0, 0040 —
4,0 0, 00067 0,0227

4,0 0,00018 0,0046

5,0 —_— 0,000134 0, 00700
55 0, 000274 0, 00640
6,0 0, 00025 0,0115

6,0 0,00015 00,0030

Media geral

0, 0089 + 0,0072 mcg/ml

0,0072 + 0,0034 mcg/mi

ANALISE ESTATISTICA (teste t de "Student")

t = 03693

Diferenca nao significativa a nivel de 5%.




TABELA

GANGLTOS

10

MESENTERICOS

Valores individuais para amostras de gsnglios colhidas no momento
sacrificio (horas). Sao expressos em % da dose 1n3e} a por grama

orgao e enm equlvalente a congentra@ao de crotoxina-

(mecg/g), para caes NAO PROTEGIDOS e PROTEGIDOS.

-62~

do
de

I em micrograma

NAO PROTEGIDO PROTEGIDO
Horas % da dose meg/g % da dose meg/g
injetada/g injetada/g

2,0 0, 0090 0,191 0,0157 0,372
2,5 0,0128 0,244 0,0038 0,078
3,0 0,0170 0,475

4,0 0,0051 0,171 0,0236. 0, 406
4,0 0,0053 0,140

5,0 0, 0088 0,402 0, 0036 0, 190
5,0 e 0, 0009 0,029
5,5 0, 0070 0,200
6,0 0,0138 0,277 — _......._
Media geral 0,271 + 0,124 meg/g 0,212 + 0,151 mcg/g

ANALISE ESTATISTICA ( teste t de"Student")

t = 1,088

Diferenca nao significativa a nivel de 5%.




TABELA 11

SALIVA

Valores individuais para amostras de saliva colhidas ate o momento do

sacrificio (horas). Sao expressos em % da radioatividade total injeta-

da para caes NAO PROTEGIDOS e PROTEGIDO.

NAO PROTEGIDO PROTEGIDO
Horas
% da dose ‘mcg/ml % da dose meg/ml
injetada/ml injetada/ml
3,0 0,0573 — —
4,0 0,0163
5,0 0, 0095 0,0351
Media geral 00,0277 + 0,0220

~ . , s o,
Nao foi realizada a analise estatistica,




TABELA 12

BILE

~Glim

Valores individuais para amostras de bile colhidas no momento do sacri-

ficio (horas). Sao expressos em % da radioatividade total in jetada para

caes NAO PROTEGIDOS e PROTEGINGS.

NAO PROTEGIDO

PROTEGIDO
Horas % da dose mcg/mi % da dose mcg/ml
injetada/ml injetada/ml
3,0 0,0313 o L
3,0 0,0117 . _
3,0 0,0191 —_— — —
3,0 0,0121 —_— —ie —_—
4,0 0, 0005 — — —
4,0 0,0151 — N
5,0 L . 0,0132 .
5,0 . - 0,0269 -
5:5 — —_ 0,0290 —

Media geral

0,0147 + 0,0101 %/ml1

0,0230 + 0,0154 %/ml

ANALISE ESTATISTICA (teste ¢ de "Student")

t = }.,032

Diferenga nao significativa a ni{vel de 5%.




TABELA

HUMOR

13

AQUOSO

~65~

-Valores individuais para amostras de humor aquoso colhidas no momento

do sacrificio (horas). a0 expressos em % da radiocatividade total in-

jetada para caes NAO PROTEGIDOS e PROTEGIDCS.

ko PROTEGIDO

Horas PROTEGIDO

e p
3,0 0, 0009 - 0,0010 —
4,0 0, 0005 I — N
4,0 0, 0080 — .
5,0 - - 0, 0001 .
55 — 0,0035 —
6,0 0, 0085

Media geral

0,0045 + 0,0043 %/ml

0,0015 % 0,0017 %/ml

ANALISE ESTATISTICA (teste t de "Student")

t = 0,955

Diferenca nao significativa a nivel de 5%.
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