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Resumo — A serpente Bothrops jararaca (Bjar) é encontrada em quase todo territdrio nacional sendo
responsavel por cerca de 90% dos acidentes ofidicos registrados no pais. Neste trabalho, os objetivos foram
estudar quantitativamente a extensdo da lesdo promovida pela acdo da peconha da serpente Bjar em fibras
musculares, bem como verificar a liberagdo sérica de creatino quinase total (CK) e analisar a morfologia das
células musculares. A liberacao de CK mostrou-se crescente durante os 120 minutos de incubacao, e de forma
mais intensa para a dose de 80 ug/ml do veneno bruto de Bjar durante 30 e 60 minutos de incubacéo. A analise
histolégica nos musculos incubados com 10, 20, 40 e 80 pg/ml de Bjar foi caracterizada por apresentar lesdes
tipicas do envenenamento botrépico. O nimero de fibras lesadas foi dado pelo nimero total de células lesadas
€ expresso como porcentagem do namero total de células e revelou-se dose-tempo-dependente. Concluimos,
dessa forma, que a peconha de Bjar tem acao miotoxica a semelhanc¢a de outras serpentes botropicas.

Introducéo

No Brasil sdo relatados aproximadamente
20.000 acidentes por serpentes peconhentas, com
mais de 100 mortes anuais [1].

Bothrops é o género mais agressivo de
tanatofideos brasileiros, sendo responsavel por
praticamente 90% dos acidentes [2].

As peconhas das serpentes do género
Bothrops contém diferentes toxinas e natureza
protéica, algumas com atividade enzimatica, que
podem atuar conjuntamente e sSao responsaveis
pelos principais efeitos lesivos sistémicos e locais
[3]. J& foram isolados véarios componentes dos
venenos de serpentes do género Bothrops como
fatores hemorragicos [4], enzimas responsaveis
por promover distdrbios de coagulagdo [5],
enzimas proteoliticas [6] e miotoxinas [7].

Classicamente, as miotoxinas séo
responsaveis pelas manifestagbes dos principais
sintomas do envenenamento botrépico.

E considerado miotoxinas o componente
do veneno que tem acao direta e especifica sobre
0 musculo esquelético e que pode levar a
degeneracédo e morte celular (mionecrose) [8].

Vérias pesquisas demonstram que a
maioria das miotoxinas dos venenos botropicos

apresentam estrutura de fosfolipase A,. As PLA,
sdo enzimas que hidrolisam a ligacdo éster do
carbono 2 dos glicerolfosfolipidios resultando em
fosfolipidio e acido graxo, assim produzindo o
efeito farmacol6gico mais caracteristico do
envenenamento botrépico, a miotoxicidade local e
sistémica [9].

Os objetivos deste trabalho foram estudar
guantitativamente a extensado da lesdo promovida
pela acdo da peconha da serpente Bothrops
jararaca em fibras musculares, bem como verificar
a liberacao sérica de creatino quinase total (CK) e
analisar a morfologia das células musculares.

Materiais e Métodos

Os experimentos foram realizados no
Laboratorio de Fisiologia e Farmacodinamica do
Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento (IP&D II)
da Universidade do Vale do Paraiba (UNIVAP) em
Sao José dos Campos, Sao Paulo ap6s aprovacao
pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) sob n°
L010/2005/CEP.

Veneno

O veneno da serpente Bothrops jararaca
foi cedido pelo Dr. José Carlos Cogo, responsavel
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pelo Serpentario do Centro de Estudos da
Natureza (CEN) — UNIVAP. IBAMA n°
02027.013960/99-06.

Preparacao biventer cervicis de pintainho

ApOGs os animais terem sido anestesiados
com 0,1 mL de cloridrato de Xilazina e 0,1 mL de
cloridrato de Ketamina por via intraperitonial e
sacrificados com administracdo intracardiaca de
solugdo de KCl a 10%, isolou-se os musculos
biventer cervicis de acordo com a técnica descrita
por GINSBORG & WARRINER (1960) [10]. Os
musculos foram colocados em 5 mL de solucdo de
Krebs [(mM) NaCl — 118,6; KCI — 4,69; CaCl, —
1,88; KH,PO, — 1,17; MgCl,.7H,0 — 1,42; NaHCO;
— 14,99; C¢H1206 — 11,65] - pH 7,4 e mantidos
incubados a temperatura de 37 °C, arejados com
carbogénio (95% O, e 5% CO,). Concentracdes
de 10, 20, 40 e 80 pug/ml de peconha total foram
adicionados ao banho para observagcdo de seus
efeitos. Nos experimentos controle foram
adicionados a preparagéo, 0,2 mL de solucdo de
Krebs.

Dosagem de creatino quinase total (CK)

Para a dosagem de Creatino quinase Total
(CK), aliguotas de 20 pl do banho onde foram
incubados os musculos de aves foram retiradas
nos intervalos de tempo 0, 30, 60 e 120 minutos
de incubacdo. Isto foi feito tanto para o grupo
controle (sem adicdo de pegonha) quanto para os
grupos nos quais foram adicionadas as peconhas
de Bjar nas diversas doses estudadas.

Para a dosagem de CK, utilizou-se o KIT
CK-NAC, Laborlab (reativo de trabalho) no qual
uma Unidade Internacional (Ul) correspondeu a
formacdo de creatina (1 pumol) por minuto dentro
das condicdes estipuladas pelo KIT.

A mensuracdo da liberacdo de CK foi
realizada utilizando o aparelho espectrofotdmetro
BIOPLUS - 2000 e a absorbancia foi lida a 340

Determinac&o do indice de mionecrose

A determinagdo do indice de mionecrose
(Andlise quantitativa de fibras musculares lesadas)
foi realizada utilizando-se as l[aminas
confeccionadas como descrito anteriormente. O
dano morfolégico (indice de mionecrose) foi
quantificado pela contagem do numero total de
células lesadas e expresso como porcentagem do
ndmero total de células em trés &reas néao
superpostas, ndo adjacente de cada trés cortes
histolégicos de um mesmo mdsculo. Isso foi
realizado para todos os musculos utilizados nas
preparacoes.

indice de mionecrose = (nimero de células
lesadas/numero total de células) X 100.

Foram consideradas células lesadas as
gue apresentaram alteracbes como: mionecroses
caracterizadas por vacuolos, fibras intumescidas,
lesbes do “tipo delta” e degeneracdo de
miofibrilas.

Os resultados foram expressos em Média
+ SEM. As diferencas entre os grupos foram
analisadas pelo teste de varianca (ANOVA)
seguida pelo teste Tukey para comparacao
multipla. Foram considerados significativos valores
para p<0,01 (1%) e p<0,05 (5%).

Resultados
Andlise bioquimica

A liberacdo de CK no liquido do banho se
mostrou crescente durante 120 minutos de
incubacd@o para as véarias doses da peconha de
Bjar utilizadas (10, 20, 40 e 80 ug/ml), mostrando
valores significativos estatisticamente apenas na
dose de 80 pg/ml durante 30 e 60 minutos de
incubacédo (Figura 1).

500

nm. « * I —— Controle
© 00t | —— Bjar (10 pg/mi)
Técnica Histoldgica ; " f Bjar (20 pg/ml)
A preparacdo musculo biventer cervicis de ‘&< 300r i Bjar (40pg/mi)
pintainho utilizada no estudo bioquimico foi fixada 52 —— Bjar (80 pg/ml)
! S 200+
em formol 10% por um periodo de 24 a 48 horas e °
posteriormente submetida a realizacdo da técnica S 100k

histoldgica de rotina para andlise morfoldgica das
células _musculares. A coloracdo foi feita com O 25 50 75 100 15 10
hematoxilina e eosina. Os cortes foram
observados e fotografados em um microscépio ) i N ] ]
éptico (Olympus CH30) utilizando-se para isso o Figura 1. Curva de liberacdo de creatino quinase

filme Kodak Professional BW400CN (preto e total (CK) pela acdo da peconha de Bjar em
branco). preparacdo biventer cervicis isolado de Pintainho

(*p<0,05;**p<0,01).

Tempo (min)
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indice de mionecrose

Os musculos controle incubados durante
30, 60 e 120 minutos em solug&o nutritiva de Krebs
ndo apresentaram nenhuma lesdo muscular. Ja os
musculos incubados com as diferentes doses de
Bjar apresentaram lesdo muscular como
apresentado na tabela 1.

Tabela 1: indice de mionecrose do musculo
biventer cervicis durante 30, 60 e 120 minutos de
incubacéo para as doses de 10, 20, 40 e 80 pg/mL
do Bjar.

Dose de Bjar 30 60’ 120’
(ug/mL)

10

21,16 £1,38 25,37 +0,96 43,27 +2,58
*

* *

20 33,62 £1,19 23,80 1,60 35,60 +1,30
* # *

40 40,05 +0,85 44,45 +2,01 41,68 *1,55
* * *

80 56,00 £1,42 47,40 £3,85 63,48
* * 12,22 *

Os valores correspondem a média + e erro padrao
da média. * p < 0,001, # p <0,05.

Analise morfolégica

O mausculo biventer cervicis controle foi
analisado apés 30, 60 e 120 minutos de incubagéo
em solucdo nutritiva de Krebs. As fibras musculares
mostraram-se integras, em corte transversal,
ndcleos periféricos e preservacdo da disposicao
poligonal das células.

As preparacdes incubadas durante 120
minutos com as diversas doses de peconha
estudadas (10, 20, 40 e 80 ug/mL) apresentaram
diferentes estagios do processo mionecrotico,
culminando com aglutinagdo de miofibrilas e/ou sua
desintegracao, bem como células com formacgéo de
vesiculas em seu interior, células intumescidas e
degeneragéo da membrana celular (Figura 2 e 3).

Figura 2. Morfologia do musculo biventer cervicis
incubado durante 120 minutos com 10 ug/mL (A) e 20
pg/mL do Bjar (B). Em ambos os tratamentos observa-se
células mionecroticas (setas) e células intumescidas (l).
H.E. Aumento: 1000X.
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Figura 3. Morfologia do musculo biventer cervicis
incubado durante 120 minutos com (A) 40 pg/mL e (B)
80 pg/mL do Bjar. Para as duas doses supracitadas
pode-se notar uma intensa area de células
mionecroticas (setas). Verifica-se ainda a presenca de
células com formacéo de vesiculas (V). H.E. Aumento:
1000X.

Discusséo

Os resultados obtidos demonstraram que
a peconha de Bothrops jararaca causa alteracdes
bioquimicas e morfoldgicas sobre a fibra muscular
esquelética.

A peconha de Bjar a semelhanca com a
de B. leucurus [11] em mdsculo de ave; B.
jararacussu [12] e B. asper em ratos [13]
apresentou atividade miotéxica dose-tempo-
dependente referente a liberacdo de creatino
quinase total. A mionecrose observada é
decorrente da acdo de miotoxinas, uma das
consequéncias do envenenamento botrépico [14].

Como um marcador bioquimico
guantitativo de dano muscular esquelético, a
liberacdo de CK promoveu um parametro
adicional para confirmar os resultados
histoldgicos e, realmente, houve uma correlagéo
positiva entre os niveis de CK e as altera¢cfes
patolégicas observadas nas preparacfes nas
quais foram adicionadas as diversas doses de
peconha total estudadas. As analises histolégicas
apresentaram as caracteristicas classicas da
miotoxicidade induzida pelo veneno de serpentes
do género Bothrops, com resultados semelhantes
aos encontrados pelos estudos realizados com B.
jararacussu [15, 12]; B. asper [16], B. leucurus
[11], B. insularis [17, 18] e com uma miotoxina
bésica isolada do veneno de B. alternatus [3].

Finalizando, os resultados obtidos neste
trabalho nos permite afirmar que a peconha de
Bothrops jararaca apresenta semelhancas a de
outras serpentes botrépicas, no que se refere a
presenca de miotoxinas, componentes
caracteristicos dos venenos desse género.
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