RODOLFO MELARE

CARACTERIZACAO MORFOFUNCIONAL DO
VENENO DE Bothrops jararacussu E DA TOXINA
BthTX-I NA JUNCAO NEUROMUSCULAR:
IMPORTANCIA CLINICA E RELATO DE UM CASO

UNIVERSIDADE SAO FRANCISCO
Braganca Paulista
2014



RODOLFO MELARE

CARACTERIZACAO MORFOFUNCIONAL DO
VENENO DE Bothrops jararacussu E DA TOXINA
BthTX- NA JUNCAO NEUROMUSCULAR:
IMPORTANCIA CLINICA E RELATO DE UM CASO

Dissertacdo apresentada ao
Curso de Po6s Graduacédo
Stricto Sensu em Ciéncias da
Saude da Universidade Séao
Francisco para a obtencdo do
titulo de Mestre em Ciéncias da
Saude.

ORIENTADORA
PROF. DRA. THALITA ROCHA

UNIVERSIDADE SAO FRANCISCO
Braganca Paulista
2014



WD 410 Melaré, Rodolfo.

M462¢ Caracterizagao morfofuncional do veneno de Bothrops
Jjararacussu e da toxina BthTX-I na jun¢do neuromuscular:
importancia clinica e relato de um caso / Rodolfo Melaré.
-- Bragan¢a Paulista, 2014.

x1v, 39 p.

Dissertagdo (Mestrado) — Programa de Pés-Graduagao
Stricto Sensu em Ciéncias da Saude da Universidade Sao
Francisco.

Orientacao de: Thalita Rocha.

1. Acidentes ofidicos. 2. Bothrops jararacussi.

3. Bothropstoxina. 4. Neurotoxicidade. 5. Miotoxicidade.
I. Rocha, Thalita. II. Titulo.

Ficha catalografica elaborada pelas bibliotecarias do Setor de
Processamento Técnico da Universidade Sdo Francisco.




UNIVERSIDADE SAO FRANCISCO

MELARE, Rodolfo, “Caracterizagao morfofuncional do veneno de Bothrops jararacussu e da toxina BthTX-I na
Jjung@o neuromuscular: importancia clinica e relato de um caso”. Dissertagéo defendida e aprovada no programa
de P6s Graduagdo Stricto Sensu em Ciéncias da Saude da Universidade Sio Francisco em vinte e trés de janeiro
de 2014 pela Banca examinadora constituida pelos professores:

o
Profa. Dra. Thalita Rocha
Universidade Sio Francisco

Prof. Dr. Sandro Rostelato Ferreira
Universidade Paulista

LA D
Profa. Dra. Fernanda Bruschi Marinho Priviero
Universidade Sio Francisco

Campus Braganga Paulista Av. S&o Francisco de Assis, 218 - Jd. Sao José - CEP 12916-900 / Tel.: 11 2454 8000/ Fax: 4034.1825
Campus Campinas - Unidade Cambui  R. Cel. Silva Teles, 700 prédio C - Cambui - CEP 13024-001 / Tel.: 19 3779.3370

Campus Campinas - Unidade Swift R. Waldemar César da Silveira, 105 - Swift - CEP 13045-510 / Tel.: 19 3779.3300 / Fax: 3779.3321
Campus Itatiba R. Alexandre Rodrigues Barbosa, 45 - Centro - CEP 13251-900/ Tel.: 11 4534.8000 / Fax: 4534.8015
Campus Sao Paulo R. Antonieta Leitao, 129 - Freguesia do O - CEP 02925-160 / Tel.: 11 3411.2950 / Fax: 3411.2978



DEDICATORIA

A DEUS e NOSSA SENHORA,

A meus PAIS, Sr. Wilson Luiz Melare (in memoriam) e Sra. Maria Aparecida Bresciani
Melaré (in memoriam), pela vida, carinho e educacéo,

a minha maravilhosa ESPOSA Caroline Miyuki Katayama, pelo amor, cumplicidade,
pela forca, pelo exemplo e principalmente pela Laura; e finalmente,

a minha filha Laura, meu anjo, minha vida.

Aos meus queridos Sogros Luis Takeshi Katayama e Maria Aparecida de Oliveira
Katayama pelo acolhimento e carinho fraternal,

A minha querida TIA Ivone Bresciani Bachiega, pelo amor e atenc&o.



AGRADECIMENTOS

Agradeco inicialmente aos meus Pais pela Educacéo e pela criagdo, que apesar das

dificuldades nunca foi abalada;

A toda minha familia que sempre lutou ao meu lado e faz com que tudo isso seja

possivel;
Agradeco meus professores e mestres que contribuiram para minha formacéo;

Aos colegas médicos com quem convivo todos os dias, em especial Dr. Caled Joudat

Kadri e Dr. Murillo Antunes, pela amizade e apoio;

A Prof. Dra. Thalita Rocha por me orientar, e me acolher e pela persisténcia e

perseveranca,

A Fundagéo de Apoio a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP Proc. 2011/00001-

1) pelo fomento

As alunas de Iniciacdo Cientifica Junia R. Brand&o Franco (bolsista PIBIC/CNPQ),
Carolina Vespucio Bis e Marta Rodrigues Gracia, por realizarem parte dos experimentos

laboratoriais

A todos os Docentes do Grupo de Pés-Graduacao Strito sensu da Universidade Séao

Francisco;
Aos funcionarios da Secretaria de P6s Graduacao da Universidade S&o Francisco;

A todos os mestrandos e doutorandos da UNICAMP, professores e técnicos que nos
auxiliaram de bracos abertos, em especial Professora Doutora Léa Rodrigues Simioni e
Sr. Gildo Bernardo Leite;

Aos Residentes de Clinica Médica do Hospital Universitario pelo apoio e ajuda nas

diversas etapas desse projeto.



Lista de abreviaturas

ACh - Acetilcolina

ANOVA - Analise de variancia

BJ - Veneno Bruto de Bothrops jararacussu

BSA - Bovine serum albumine

BthTX-I - Bothropstoxina |

CD - Grupo controle

CEEA - Comité de Etica em Experimentacdo Animal
CEP - Comité de Etica em Pesquisa

CEMIB - Centro multidisciplinar para investigacdo bioldégica na area de ciéncias em

animais de laboratério

COBEA - Comité Brasileiro de Experimentacdo Animal
CPK - Creatinofosfoquinase

Da - Unidade Dalton

FCM - Faculdade de Ciéncias Médicas

FUNASA - Fundacdo Nacional de Saude

HE - Hematoxilina-Eosina

HRP - Enzima horseradish peroxidase

HUSF - Universidade S&o Francisco

IHC - Imunohistoquimica

JNM - Juncao Neuromuscular

vi



MET - Microscopia Eletronica de Transmissao

MS - Ministério da Saude

NFD - Nervo Frénico Diafragma

PBS - Phosphate Buffered Saline (Tampé&o fosfato salino)

pH - potencial hidrogénionico

PLA; - Fosfolipase A,

SDS PAGE - dodecil-sulfato de sodio (SDS) de poliacrilamida (PAGE)
SINAN - Sistema de Notificagdo de Agravos de Notificagdo

SNAP25 - Synaptossomal-associated protein 25 (proteina do complexo t-SNARE)
SNARE - Soluble NSF attachment receptor

Th1l - Grupo Toxina BthTX-I

TP - Tempo de Protrombina

TTPa - Tempo de tromboplastina parcial ativada

UNICAMP - Universidade Estadual de Campinas

USG - Ultrassonografia

VAMP 1 - Vesicle associated membrane protein (proteina da membrana da vesicula

sinaptica)

WB - Western Blotting

vii



Lista de figuras

Figura 1: Distribuicdo de acidentes ofidicos por género no Brasil. Fonte: SINAN WEB

Figura 2: Géneros de serpentes de importancia médica no Brasil: 1. Bothrops; 2.
Crotalus; 3. Lachesis; 4. Micrurus. Fonte: Herpetofauna. Disponivel em:

<www.herpetofauna.com.br>. Acesso em: 25/10/2013.........uiiiiiiiiiiiiiienieeeesee e 2

Figura 3: Registro miografico da preparacdo nervo frénico diafragma (NFD) de
camundongo. Controle (A), veneno total de B. jararacussu 100ug/mL (B) e toxina
BthTX-1 50ug/mL (C). * adicdo do veneno e da toxina; ** lavagem — remocé&o do veneno

(S0 =1 (0) {1 4 - VRO 14

Figura 4: Curvas de resposta contratil dos grupos controle, veneno bruto de Bothrops
jararacussu e da toxina BthTX-l. Nota-se visual diferenca entre grupos expostos ao
veneno e toxina em relagdo ao controle; diferenca estatisticamente significante entre o
grupo controle e os tratamentos (*p<0,001); e entre 0s grupos veneno bruto e toxina
BthTX-I

(DS0,00L).... ettt ettt ettt ettt et ettt ettt enen s 15

Figura 5: Cortes histoldgicos dos musculos diafragma de camundongos mantidos em
Tyrode (A — controle) e tratados com o veneno bruto de Bothrops jararacussu (B -
100ug/mL) e sua toxina BthTX-I (C - 50ug/mL). Note o padrdo alongado, sarcoplasma
homogéneo e nucleo periférico (*) das fibras do grupo controle (A). Observe a perda
deste perfil morfolégico nos grupos tratados (B-C) e consequente hipercontracdo e

auséncia de miofilamentos (seta). Aumento



Figura 6: Cortes histologicos das preparacdes NFD controle (Tyrode — A, B, C),
submetidas a acdo do veneno bruto de Bothrops jararacussu (D, E, F) ou de sua toxina
BthTX-I (G, H, I). Notar a imunomarcacao positiva (fluorocromo FITC) evidenciando a
presenca das proteinas sinaptofisina, sinaptobrevina e SNAP-25 (seta). A, D, F: 200x;
o O e T o R 0 PSP 17

Figura 7: Representacdo dos resultados de western blotting (WB) para as proteinas
sinaptofisina (A), sinaptobrevina (B) e SNAP-25 (C), e para a proteina constitutiva
GAPDH (D). Os gréficos (E-F) correspondem a analise quantitativa do WB, por medida
de densidade de pixel de cada proteina: sinaptofisina (Syf), sinaptobrevina (Syb) e
SNAP-25 (S25). Ha diferenca significativa entre as proteinas da juncdo neuromuscular
nos grupos tratados (BJ; Th1l) com o grupo controle (CD); * p<0,05 e # p<0,001. Ndo ha

diferenca significativa entre 0s tratamentos para a proteina

Figura 8: As imagens A, B e C mostram os aspectos ultraestruturais da musculatura do
grupo controle (NFD). A - Fibra muscular com nucleo periférico (N) e mitocondrias (m)
evidentes; B - Detalhe da fibra muscular evidenciado os sarcomeros (S) e 0s
miofilamentos (mi). C - Célula de Schwann com bainha de mielina (**), neurofilamentos
(n) e nacleo (N); ja as imagens D, E e F evidenciam aspectos ultraestruturais da
preparacdo NFD submetida a acédo do veneno bruto de Bothrops jararacussu. Notar em
E a hipercontracdo dos miofilamentos (mi) e em F a morfologia da Célula de Schwann,
com alteragcfes na mielinizagdo. m = mitocondria; N = nucleo; n = neurofilamentos; ** =

(o =11 o]t W [0 4 4111 110 = VTR 19



Figura 9: Aspectos ultraestruturais da preparacdo NFD submetida a acdo da toxina
BthTX-I isolada do veneno bruto de Bothrops jararacussu. Notar em A as mitocondrias
(m) edemaciadas, em B a morfologia da Célula de Schwann com alteragbes na
mielinizacdo (**) e distribuicdo dos neurofilamentos (n), em C nucleo (n) apoptotico e
em D a hipercontracdo dos miofilamentos (mi). N = ndcleo; n = neurofilamentos; ** =

(o =11 o]t Wo [0 4 4111 110 = VTR 20

Figura 10: A Figura 10A revela a ultraestrutura da jungdo neuromuscular (JNM) do
musculo diafragma (controle). m = mitocondria; M = fibra muscular; seta = membrana
pré-sinaptica; dupla seta = membrana pos-sinaptica; * = vesicula sinaptica; ja a Figura
10B, revela os aspectos ultraestruturais da juncdo neuromuscular (JNM) da preparacéo
NFD submetida a acdo da toxina BthTX-l isolada o veneno bruto de Bothrops
jararacussu. Notar a diminuicdo (#) da concentracdo de vesiculas sinpticas (*) no
botdo nervoso. m= mitocondria; M = fibra muscular; N = nucleo; dupla seta = membrana
pos-sindptica; * = vesicula sinptica. A seta indica a possivel localizacdo da membrana
pré-sinaptica, nao

VYAV IO 21

Figura 11: Evolugdo do caso. A: Sangramento em cavidade oral; B: Membro com
edema, aspecto tipico da Sindrome Compartimental; C e D: Momento da realizacdo da
fasciotomia; E: Aspecto em pds operatorio imediato; F: Aspecto apos fechamento

completo da faSCIOtOMIAL ......coiiii it 22



Lista de Tabelas

Tabela 1: Tipo de envenenamento N0 Brasil..........cccccoeeiiii 3

Tabela 2: Atividades farmacologicas dos venenos das serpentes de importancia médica

No Brasil: (1) presente; ()  AUSENTE........uuuuiuiiiimiiiiiiiii s 3

Xi



Sumério

i [ a1 o To [F o= Lo PP PPUPPPPPPUPPPPPPN 1
1.1, ACIENEES OFITICOS. .. uuuteiiiiiiieie ettt et e e e e e e e e e e bbb re e e e e e e s 1
1.2. BOtNIOPS JAraAraCUSSU. .. .ccciiieiii ettt eaeeeeees 4
2. JUSHIFICALIVAL ...ttt e e e e e e e e e e e e s st ee e e e e e s 7
T @ o)1= (1Yo L T PP PP PP UPTPPPPTUPRPRTRPRPRPPN 8
4. Material € MELOUOS. .......ccoieeiiiieiie ettt e ettt e e e e e e s e e et bt e e e e e e e e e eannneeseeees 9
o I 10 =T T PP UU PP UPUPPUPPPPPUPPPRRPPN 9
4.2. Preparacdo Nervo Frénico Diafragma de Camundongo (NFD)...............cevvvvvinininnnns 9
4.3. VENENO € TOXINA.....ciiiiiiiiiiiii ittt ettt ettt ettt e et et et tbe e taeetbte e sseesbtasnebssnnesnnennnnnns 9
4.4, ANLICOIPOS ULIHZATOS. ...t e e e e e e 9
4.5. GruPOS EXPEIMENTAIS. ....uutiiiiiiiiiiitiiitiieiiitiiitt i s e e e 10
.6, MIOGIATIA. .o i e 10
4.7. Microscopia Eletronica de TranSmMiSSA0..........cccouviviiiiiiiiiiiiiiieieeiecee e 11
4.8. IMUNONISTOQUITNICA. .....eiiiiiiiee ittt e e tbesebenensnsasnrnsnnnes 11
4.9. WeSLern BlOtING......ccoooieeeee e 12
4.10. ANALISE ESTAtiISTICA. .. .eiiiieieiiiiiiiie ittt e et e e e e e e e 13
4.11. Relato de Caso: Metodologia.........cooueeieiiiieiieee 13
5. RESUITAAOS. ...ttt et e e e e e e e bbb e e ee e e e ae e e eanenees 14
B. DISCUSSAD. ... eeeeeeee ettt ettt 24
7. CONCIUSBES. ...ttt e e e e e ettt e e e e e e e s ab e r e e e e e e e e e e ea 27
8. Referéncias BiblOGrafiCas. .........ooii i 28
ANEXO Lttt ettt e et e e e e e 38
(@ I | PP PSR 39

Xii



RESUMO

Acidentes ofidicos representam importante causa de morbimortalidade no Brasil,
configurando problema de saude publica. Os acidentes com sepentes do género
Bothrops representam cerca de 75 a 90% dos acidentes, sendo a espécie Bothrops
jararacussu uma representante classica desse género. Diversos estudos evidenciaram
o blogueio neuromuscular pré-sinaptico causado pelo veneno bruto e por toxinas
especificas. O presente trabalho objetivou documentar o efeito do bloqueio
neuromuscular através da miografia, caracterizar a expressao das proteinas da vesicula
sinaptica e da membrana pré-sinaptica através de imunohistoquimica e western bloting
e avaliar a presenca e integridade das vesiculas, da fenda e do botdo pré-sinaptico a
fim de elucidar o mecanismo de acdo do veneno bruto de Bothrops jararacussu e da
toxina BthTX-l na jungdo neuromuscular. A morfologia da musculatura nos animais do
grupo controle apresentou-se inalterada. Ja os musculos das preparacdes tratadas com
0 veneno de B. jararacussu e com a toxina BthTX-1 apresentaram edema celular, fibras
hipercontraidas, sarcémeros desalinhados, além de danos as Células de Schwann e
falhas na disposicdo da bainha de mielina. Em relacdo as proteinas sinaptofisina,
sinaptobrevina e SNAP-25, nos experimentos realizados apenas as amostras dos
grupos controle apresentaram imuno-expressdo, evidenciando vesiculas sinapticas
intactas, bem como parte da “maquinaria proteica” para a exocitose do
neurotransmissor. Os resultados nos levam a concluir que a acdo neurotéxica pré-
sinptica do veneno de B. jararacussu e das toxinas BthTX-I é resultante da perda das
vesiculas singpticas antes mesmo de sua ancoragem na membrana do neurdnio para
exocitose do neurotransmissor, dada a diminuicdo destas vesiculas no botdo nervoso e
da perda das proteinas sinaptofisina, sinaptobrevina e SNAP-25, levando ao bloqueio
da resposta contratil. Alem disso, alteragbes no processo de mielinizacdo, podem ser
um indicio de danos a estrutura do nervo em paralelo a alteracdes as fibras musculares,

num efeito pos-sinaptico independente do efeito neurotdxico observado.

Palavras chave: Acidentes ofidicos; Bothrops jararacussu; Bothropstoxina;
neurotoxicidade; miotoxicidade.
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ABSTRACT

Snakebites is an important cause of morbidity and mortality throughout the country,
setting an important public health problem. Accidents involving Bothrops snakes
represent about 75-90 % and Bothrops jararacussu is a classic and prevalent
representative of this gender. Several studies have demonstrated the pre-synaptic
neuromuscular blockade caused by crude venom and specific toxins. This study aimed
to report the effect of neuromuscular blockade by myography and to characterize the
expression of synaptic vesicle and presynaptic membrane proteins by
immunohistochemistry and western blotting and evaluate the presence and the integrity
of the synaptic vesicles, to elucidate the mechanism of action of Bothrops jararacussu
crude venom and BthTX-I toxin at the neuromuscular junction. The morphology of the
muscles in the control group was unchanged; sarcoplasm with continuous filaments,
aligned sarcomeres, peripheral nuclei and intact organelles. However the muscles of the
preparations treated with the venom of B. jararacussu and the BthTX-I toxin showed
cellular edema, hypercontraction, misaligned sarcomeres and damage to Schwann cells
with failure in myelination. Regarding proteins synaptophysin, synaptobrevin and SNAP-
25 expression, in all experiments only the samples of the control group showed positive
immuno-expression, indicating the presence of intact synaptic vesicles, as well as part of
the "protein machinary" for neurotransmitter exocytosis. The results lead us to conclude
that the presynaptic neurotoxic venom of B. jararacussu and the toxins BthTX-I results
from the loss of synaptic vesicles even before its anchoring in the membrane of the
neuron to neurotransmitter exocytosis, given the reduction of these vesicles in nerve
button and the loss of proteins synaptophysin, synaptobrevin and SNAP-25, leading the
blockade of the contractile response. Moreover, changes in the myelination process may
be an indication of damage to the nerve structure in parallel to changes in the muscle

fibers, as a postsynaptic effect independent of the neurotoxic effect observed.

Keywords: Snakebites; Bothrops jararacussu; Bothropstoxin; neurotoxicity, myotoxicity.
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1. INTRODUCAO
1.1. Acidentes Ofidicos

O ofidismo representa a principal classe de acidentes por animais pegonhentos,
dado o impacto na morbimortalidade, nimero de internacdes e gastos com saude
publica anualmente (Araujo et al., 2003; Pinho e Pereira, 2001). Calcula-se que ocorram
no mundo mais de 1.840.000 acidentes por serpentes peconhentas por ano, com cerca
de 94.000 mortes, especialmente nas areas da Africa Sub-Sahariana e no sul da Asia,
onde a obtencdo de soros antiofidicos é precéria (Kasturiratne et al., 2008). Na Asia,
principalmente na india, Paquistdo e Birmania, os acidentes ofidicos provocam entre 25

a 35 mil 6bitos por ano (Pinho e Pereira, 2001).

No Brasil, nos ultimos 12 anos, foram registrados mais de 340 mil casos, sendo
70% dos casos causados pelo género Bothrops (Figura 1). A taxa de letalidade
permanece em torno de 0,35 a 0,45% e sequelas 1,2% de todos os acidentes. Bochner
e Struchiner (2003) e SINAN/MS sdo concordantes na importancia médico-
epidemioldgica dos acidentes ofidicos e também no perfil da vitima acidentada; sendo,

geralmente, homem, em idade produtiva, trabalhador do campo.

O Brasil apresenta uma riquissima fauna de serpentes, sendo conhecidas em
2010, 371 pertencentes atualmente a 10 familias: Anomalepididae (7), Leptotyphlopidae
(14), Typhlopidae (6), Aniliidae (1), Tropidophiidae (1), Boidae (12), Colubridae (34),
Dipsadidae (241), Elapidae (27) e Viperidae (28) (Bérnils, 2010). Os acidentes ofidicos
de importancia médica no Brasil sdo causados por quatro géneros, sendo clinicamente
descritos como: botropico, crotalico, laquético e elapidico (Bérnils, 2010; Brasil, 2010)
(Figura 1-2; Tabela 1-2).



Figura 1: Distribuicdo de acidentes ofidicos por género no Brasil. Fonte: SINAN WEB
(2005).

Laquético Elapidico
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Figura 2. Géneros de serpentes de importancia médica no Brasil: A. Bothrops; B.
Crotalus; C. Lachesis; D. Micrurus. Fonte: Herpetofauna. Disponivel em:
<www.herpetofauna.com.br>. Acesso em: 25/10/2013



Tabela 1. Tipo de envenenamento no Brasil.

Nomes o e L.
Envenenamento Distribuicdo geogréfica Espécies
populares
Bothrops jararaca
jararaca Bothrops jararacussu
. Bothrops alternatus
Botropico uﬁﬁﬁ?ﬁ;‘:’:#o todo territorio nacional Bothrops moojeni
comboia Bothrops neuwiedii
Bothrops atrox
Bothrops bilineata
Lagquético surucucu floresta amAaz()nica Lachesis muta
pico de jaca mata atlantica
Cerrado
Crotalico cascavel regioes qr!das € semi- Crotalus durissus
aridas
campos abertos
Micrurus
Elapidico coral verdadeira todo territorio nacional surinamensis

Micrurus frontalis

Tabela 2: Atividades farmacoldgicas dos venenos das serpentes de importancia médica
no Brasil: (+) presente; (-) ausente.

Veneno

Botropico Laquético Crotélico Elapidico

Inflamatoria +++ ++++ _ N
Hemorragica +++ +4++ - -
Pré-trombdética +++ +++ ++ -

Neurotoxica + - A+ St
Miotoxica +++ - +++ }

Os venenos ofidicos sdo compostos ricos em proteinas, bem como uma
variedade de substancias organicas de baixo peso molecular; carboidratos e
aminoacidos livres (Martinez-Vargas, 1990), calcio, magnésio e o zinco (Tu, 1977). As

proteinas constituem 90% a 95% de seu peso seco, sendo estas, principalmente,



miotoxinas e neurotoxinas, responsaveis pela atividade téxica dos venenos (Jia et al.,
1996; Tu, 1977).

As caracteristicas clinicas do envenenamento ofidico sdo basicamente devidas
aos efeitos proteoliticos e mionecroticos, seguidos por manifestacdes hemorragicas,
trombodticas e neuroparaliticas (Gold et al.,, 2002; Guitiérrez e Lomonte, 1989). A
apresentacao classica é caracterizada por sintomas no local da inoculacdo do veneno,
sendo a dor, edema, predominantes e de intensidade varidvel, podendo causar
rabdomidlise e sindrome compartimental por comprometimento vascular do membro

afetado, levando a sequelas e até amputacdo do mesmo (Cardoso et al., 2009).

Outras manifestacdes comuns abrangem quadros hemorragicos menores ou
maiores (Machado et al.,, 2010; Pinho e Burdman, 2001; Ribeiro e Jorge, 1989),
insuficiéncia renal (Rodrigues et al., 2011; Sgrignolli et al., 2011), e quando manifestado
clinicamente, quadros de ptose palpebral e paralisia flacida, sintomas caracteristicos
dos acidentes crotalicos, mas que, tem sido observados em acidentes botropicos,
desde Vital Brazil, no inicio do século passado (Brazil, 1966; apud Rostelato-Ferreira et
al., 2010).

Estudos revelam semelhanca na sintomatologia de acidentes crotélicos e
acidentes ocorridos com Bothrops jararacussu fato observado por Vital Brazil no inicio
do século passado; e ainda, outros autores relataram a neutralizacdo da acdo de
veneno Botropico com antivenenos crotalicos (Brazil, 1966; Beghini et al., 2005;
Oshima-Franco et al., 2001).

1.2. Bothrops jararacussu

O género Bothrops apresenta 32 espécies e subespécies que estao distribuidas
nas Ameéricas, desde o México até a Argentina (Hoge e Romano, 1972; Hoge e
Romano-Hoge, 1978). S&o abundantes em regifes rurais e periferias de grandes
cidades, preferindo ambientes Umidos como matas, areas cultivadas e locais onde haja

facilidade para proliferacdo de roedores. Tém habitos predominantemente noturnos ou



crepusculares, e podem apresentar comportamento agressivo quando ameacadas,
desferindo botes sem produzir ruidos. S&o conhecidas popularmente por “jararaca”,
“jJararacucgu”, “urutu-cruzeiro”, “cotiara”, “jararaca-do-rabo-branco”, “jararaca-pintada”,
“malha-de-sapo”, “patrona”, “surucucurana’, “combdia’, ‘“caicara”, entre outras

denominacgdes (Melgarejo, 2003).

A espécie B. jararacussu destaca-se como causadora da maioria dos acidentes,
sendo responsavel por 93,57% dos acidentes botropicos com identificacdo do animal
(Cardoso e Brando,1982).

A B. jararacussu pode alcancar 2,2 m de comprimento e injetar até 4 mL de
veneno bruto, correspondendo a 1g em peso seco (Melgarejo, 2003). Encontrada no
Brasil, Paraguai, sul da Bolivia e nordeste da Argentina (Martins, 2010), € uma das mais

estudadas espécies do género Bothrops.

Suas picadas induzem severo envenenamento local e sistémico, aumento da
pressdo de perfuséo, diurese e natriurese, descritos para as miotoxinas | (Lys49) e i
(Asp49), as quais também induzem hemorragia e edema, mionecrose, sendo
necessaria, em alguns, casos a amputacdo do membro atingido (Barbosa et al., 2003;
Selistre et al., 1990), além de choque, sangramento sistémico e espontaneo, faléncia
renal (Havt et al., 2001) e morte (Ribeiro e Jorge, 1997).

Os estudos iniciais da B. jararacussu e seu veneno séo datados a partir de 1903,
quando foram observadas caracteristicas semelhantes ao envenenamento crotalico
(Brazil, 1909; 1911). Posteriormente outros estudos identificaram a presenca de
fosfolipases A, (Vidal e Stoppani, 1971) com efeito sobre a juncdo neuromuscular
(Rodrigues-Simioni et al., 2004). Tal efeito neurotdxico inibe a contragdo muscular por
acdo direta ou indireta sobre o nervo (Gallacci et al., 2006; Heluany et al., 1992;
Rodrigues-Simioni et al., 1983; Ponce-Soto et al., 2008), atuando sobre a porcéo preé-
singptica da juncdo neuromuscular, sem induzir seu bloqueio total, sendo também

responsavel pelos precoces eventos de miotoxicidade (Oshima-Franco et al., 2004).

A partir da purificagdo do veneno bruto de B. jararacussu, isolou-se um pool de

proteinas que representava 30% do veneno bruto (Rodrigues-Simioni et al., 1983). Essa
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fracao inicial do veneno bruto foi denominada de pool IV, composto pelas sub-fracbes
SHISPIV e SIIISPV, que, posteriormente, receberam o nome de Bothropstoxina-Il e
Bothropstoxina-l, respectivamente (Homsi-Brandeburgo et al., 1988).

A Bothropstoxina-l (BthTX-I - 13720 Da) é uma proteina de pH baésico, cuja
sequencia completa de aminoacidos corresponde a 15% do veneno bruto total de B.
jararacussu; € formada por uma Unica cadeia polipeptidica, com cerca de 121
aminoacidos e sete pontes dissulfeto (Cintra et al., 1993; Homsi-Brandeburgo et
al.,1988).

Considerada proteina de propriedades miotéxicas (Lomonte e Gutierrez, 1989;
Homsi-Brandeburgo et al., 1988), possui homologia com proteinas fosfolipasicas (Kaiser
et al., 1990; Van Den Bergh et al., 1989; Verheij et al., 1981), sendo considerada uma
fosfolipase A, (PLA,), de baixa atividade (Marangone et al., 1984), tipo Lys49 (Arni et
al., 1995); dados verificados apdés sequenciamento dos aminoacidos e do cDNA de
BthTX-I (Cintra et al., 1993; Ward et al., 1995).

A toxina BthTX-I também é capaz de bloquear a transmissdo neuromuscular em
preparacdes nervo-frénico diafragma de camundongo, induzindo paralisia por contragao
evocada direta e indireta (Heluany et al., 1992; Rodrigues-Simioni et al., 1995),

apresentando, além da conhecida miotoxicidade, neurotoxicidade.



2. JUSTIFICATIVA

Tendo em vista a prevaléncia de acidentes ofidicos no Brasil e no mundo, sua
morbidade e mortalidade, faz-se necesséario o estudo dos mecanismos de acdo dos
venenos e toxinas de serpentes. Sabe-se que a maioria destes compostos tem acao
miotoxica. Entretanto, alguns destes, como 0 veneno de B. jararacussu e sua toxina
BthTX-I, atuam sobre a jungdo neuromuscular, em sua porcdo pré-sinaptica através de
mecanismo ainda néo elucidado, revelando uma a¢do também neurotéxica.

Desta forma a caracterizacdo morfolégica e funcional da jungcdo neuromuscular
torna-se uma importante ferramenta para auxiliar na compreensao do mecanismo de

acdo molecular de neurotoxinas pré-sinapticas.



3. OBJETIVOS

O presente trabalho visa; esclarecer a acdo molecular do veneno bruto de B.
jararacussu e de sua toxina BthTX-lI sobre a juncdo neuromuscular, especificamente
sobre as vesiculas sindpticas, na tentativa de descobrir se estes compostos atuam de
alguma forma no arranjo das vesiculas sinapticas, ou ainda nos mecanismos de
exocitose e reciclagem do neurotransmissor; e, ilustrar, através de relato de caso de
acidente botrépico, a importancia e gravidade da entidade, e como os sintomas

mionecroticos podem interferir nas manifestacdes neuroparaliticas.

3.1. Averiguar os efeitos do veneno bruto de B. jararacussu e sua toxina BthTX-I sobre
a juncdo neuromuscular, especificamente sobre 0 processo de neuroexocitose na

membrana pré-sinaptica.

3.2. ldentificar a presenca ou auséncia das proteinas relacionadas a juncédo
neuromuscular, especificamente, a proteina sinaptofisina, presente na vesicula
sinaptica, e as proteinas sinaptobrevina (VAMP-1) e SNAP-25, constituintes do

complexo SNARE presente na membrana pré-sindptica da juncédo neuromuscular.

3.3. Relacionar os achados aos dados miograficos, novamente obtidos, para precisa

caracterizacdo destes compostos e sua acao pre-sinaptica.

3.4. Relatar caso clinico de acidente botrépico, com evolu¢do grave, atendido e
notificado no Hospital Universitario Sdo Francisco, Braganca Paulista, referencia

regional para atendimento a acidentes com animais peconhentos.



4. MATERIAL E METODOS
4.1. Animais

Camundongos adultos machos da linhagem Swiss (CEMIB - UNICAMP),
pesando entre 25 e 30g foram mantidos em gaiolas no biotério, a 25°C, com ciclos de
12 horas de claro/escuro, e tratados com racdo apropriada e agua ad libitum até a
realizacao dos experimentos.

Todos os experimentos estdo de acordo com as normas ja estabelecidas pelo
Comité de Etica em Experimentacédo Animal (CEEA), em concordancia com as regras
do Comité Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), sob numero de protocolo
000.11.10 junto ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Campus da USF/Braganca
Paulista (ANEXO I).

4.2. Preparac0Oes nervo frénico diafragma (NFD)

A experiéncia com o0 uso de amostras de hemidiafragma-nervo frénico é
consolidada e largamente usada para testes relacionados a juncdo neuromuscular
(Bulbring, 1946; Kitchen, 1984; Jones et al., 1999).

Os animais foram anestesiados por inalagdo profunda com solucéo de isoflurano
e exsanguinados para dissecacdo dos hemidiafragmas (esquerdo e direito) e obtencao

dos nervos frénicos correspondentes isolados.

4.3. Veneno e toxina

O veneno bruto de B. jararacussu e sua toxina BthTX-I foram doados pela Profa.
Dra. Léa Rodrigues-Simioni do Laboratorio de Juncdo Neuromuscular
(FCM/UNICAMP).

4.4. Anticorpos utilizados

Para as reacdes de imunohistoquimica (IHC) e western blotting (WB) foram
utilizados:
Anti-sinaptofisina produzido em coelho (Sigma Aldrich — cat. no. SAB4502906) —
diluicdo para IHC = 1:150 e para WB = 1:1000

Anti-sinaptobrevina ou VAMP1 produzido em camundongo (Sigma Aldrich — cat. no.



S5312) — diluigédo para IHC = 1:300 e para WB = 1:5000

Anti-SNAP-25 produzido em cabra (Sigma-Aldrich — cat. no. SAB2500965) — diluigéo
para IHC = 1:250 e para WB = 1:1000

Anti-GAPDH produzido em camundongo (Santa Cruz — cat. no. G-9 — SC 365062) —
diluicdo para WB = 1:1000

Anti-coelho 1gG conjugado com FITC produzido em cabra (Sigma Aldrich — cat. no.
F0382) — diluicdo para IHC = 1:80 e HRP (cat. no. A6154) — diluicdo para WB = 1:1000
Anti-camundongo IgG conjugado com FITC produzido em cabra (Sigma Aldrich — cat.
no. FO0257) — diluicdo para IHC = 1:150 e HRP produzido em coelho (cat. no. A9044) —
diluicdo para WB = 1:3000

Anti-cabra 1gG conjugado com FITC produzido em coelho (Sigma Aldrich — cat. no.
F7367) — diluicdo para IHC = 1:800 e —HRP (cat. no. A5420) — diluicdo para WB =
1:5000

4.5. Grupos experimentais

Foram selecionados 20 camundongos adultos machos da linhagem Swiss,
totalizando 40 preparacdes. Destas 36 foram utilizadas, sendo divididas em 3 grupos:
controle em solucdo Tyrode (n=12), veneno bruto de Bothrops jararacussu (n=12) e
toxina BthTX-1 (n=12). Todas as prepara¢des foram submetidas a miografia, sendo
posteriormente destinadas a western blotting (n=4), imunohistoquimica (n=4) e

microscopia eletrénica de transmissao (n=4).

4.6. Miografia

Apbs a dissecacao para a retirada dos hemidiafragmas (n=36), e isolamento dos
nervos frénicos correspondentes, as preparacdes foram colocadas em banhos contendo
solucao nutritiva de Tyrode (NaCl 137; KCI 2,7; CaCl, 1,8; MgCl, 0,49; NaH,PO,4 0,42;
NaHCO; 11,9 e CgH1206 11,1 - mM), mantidos em carbogénio (95% de O, e 5% de
COy; pH 7,5), e temperatura constante de 37°C. O musculo diafragma foi mantido por
sua porcao tendinosa sob tensdo constante de 5g e o nervo frénico sobreposto a um
eletrodo de platina, em contato com a superficie da solugéo nutritiva.

A preparacao foi estimulada por estimulador S48F (Grass Instruments) através do

10



nervo frénico indiretamente (3V, frequéncia de 0,1Hz com duracédo de 0,2ms). O registro
da forca de contracdo muscular em resposta aos estimulos supramaximais foi realizado
através do transdutor isométrico Load Cell BG-10GM, acoplado a um fisiégrafo (Gould
Universal Amplifer - Model RS 3400). Apos 20 minutos de calibracdo do sistema, as
contragcdes musculares nas condi¢cdes controle (apenas solucédo de Tyrode, CD — n=12),
bem como, nos diferentes grupos tratados (veneno bruto de B. jararacussu, BJ — n=12;
toxina BthTX-l, Thl — n=12) foram registradas durante 120 minutos ou até o bloqueio

total.

4.7. Microscopia eletrénica de transmisséo (MET)

Fragmentos dos musculos (n=4) foram fixados em Karnovsky (glutaraldeido 2,5%,
paraformaldeido 2%, em tamp&o cacodilato de sodio 0,1M) (pH 7.4), overnight. O
material foi posteriormente lavado em tampéo cacodilato de sédio 0,01M, 3 banhos de
10 minutos cada, em seguida pos-fixado em tetroxido de 6smio 1%, por 2 horas, e
novamente lavado em tampé&o cacodilato de soédio 0,01M por 2 vezes durante 10
minutos cada, e agua destilada em 3 banhos de 10 minutos cada. A contrastagcdo em
bloco foi realizada em acetato de uranila a 5%, por 1 hora. Logo apés o material foi
lavado, 3 banhos de 10 minutos cada, em agua destilada, e desidratado inicialmente em
etanol 30 e 50% (10 minutos), 70% (overnight), e posteriormente 3 banhos de 10
minutos em acetona 70% e 90% e 2 banhos em acetona 100%, por 30 minutos cada.

Os musculos foram embebidos em resina Epon-Araldite:acetona (1:2; 1:1; 2:1),
por 1 hora, e em Epon-Araldite 100%, overnight em rotor, e incluidos em Epon-Araldite
100%, sendo mantidos a 60°C, por 72 horas, para polimerizacéo.

Os cortes semifinos foram coletados em laminas de vidro e corados com Azul de
Toluidina, e os cortes ultrafinos contrastados com acetato de uranila a 5% em tampao

maleato a 0,05M, pH 5.2, e citrato de chumbo.

4.8. Imunohistoquimica (IHC)
O material biologico destinado a imunohistoquimica foi preparado para

microtomia em criostato, sendo os musculos (n=4) montados sobre papel filtro com
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auxilio de meio de montagem especifico “OCT-Tissue Tek” e congelados em n-hexano
resfriado em nitrogénio liquido.

Os criocortes (10um) foram coletados em laminas silanizadas, permeabilizados
em etanol e metanol resfriado (-20°C) por 10 minutos, pré-incubados em Triton X-100
(0.1%), por 15 minutos, lavados em PBS 0,05M e entdo incubados “overnight” em
anticorpo priméario + PBS/BSA 1%. As laminas foram entdo lavadas (2 banhos de 15
minutos cada) para o periodo de incubacdo (2 hora) em anticorpo secundario. Os
criocortes foram novamente lavados em PBS 0.05M e as laminas montadas em gelatina

glicerinada para analise ao microscopio de fluorescéncia.

4.9. Western Blotting (WB)

Mdusculos inteiros ja tratados (n=4) foram congelados em nitrogénio liquido,
armazenados a -80°C, picotados e homogenados em coquetel anti-protease especifico.
O extrato obtido foi centrifugado (10 minutos, 3000g, a 4°C), e o sobrenadante
aliquotado para dosagem de proteinas pelo Método de Biureto.

Aliguotas deste “pool” de amostra, contendo 15 pg de proteina, foram aplicadas
ao mini-gel de SDS-PAGE 10%. A eletroforese correu a 150V, por 110 minutos, e a
transferéncia das proteinas do gel de poliacrilamida para a membrana de nitrocelulose
foi realizada por 90 minutos, a 400mA, em cuba especifica.

ApOs coloracdo das membranas com vermelho Ponceau (0,2% em &cido
tricloroacético 0,3%), para visualizacdo das bandas proteicas, as mesmas foram
incubadas em solucdo de leite desnatado 5% durante 2 horas, sob agitacdo, a
temperatura ambiente, para bloquear os sitios de ligacao inespecificos. As membranas
foram entdo incubadas com os anticorpos primarios overnight.

Passado o periodo de incubacdo do anticorpo primario, as membranas foram
lavadas em solucéo basal (6 banhos de 5 minutos cada) para posterior incubacao com
o anticorpo secundario-HRP, por 2 horas, a temperatura ambiente. As membranas
foram novamente lavadas em solugcéo basal e incubadas com luminol (Bio-Rad Immun-
Star HRP Substrate Kit), por 3 minutos, para revelacdo das bandas imunoreativas e

posterior quantificacédo utilizando-se o software ImageJ.
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4.10. Andlise estatistica

Os resultados de western blotting foram representados pela média + desvio
padrdo. O teste ANOVA para multiplas comparacdes, seguido pelo pos-teste de Tukey,
foi utilizado para avaliar a interacdo entre os tratamentos e a expressao de cada
proteina. Ja para andlise pareada das medias dos resultados miograficos foi usado
teste Two-way ANOVA, seguido pelo pods teste de Bonferroni. Estas analises estatistica
foram realizadas utilizando software GraphPad Prism, considerando significativas as
diferencas com valor de p < 0,05.

4.11. Relato de caso

O caso relatado foi atendido na Unidade de Emergéncia Referenciada do
Hospital Universitario Sdo Francisco, tendo sido selecionado pela peculiaridade das
apresentacfes clinicas na admissdo, bem como, na sua evolucdo. Os dados do
paciente foram registrados e coletados com prévia autorizacdo do Comité de Etica
Hospitalar e segue as normas do Comité de Etica sob n°® 0472.0.142.000-11 (ANEXO

).
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5. RESULTADOS

O estudo miografico revelou que amostras submetidas ao veneno bruto e a
toxina BthTX-I apresentaram bloqueio da resposta contratil. A figura 3A refere-se a
amostra controle (CB), mantida em solucédo de Tyrode, a qual ndo apresentou alteracao
contrétil durante todo o tempo de observacao (120min). Ja nas amostras submetidas ao
veneno total de Bothrops jararacussu (100ug/mL) evidencia-se bloqueio contratil mais
tardio quando comparada as amostras submetidas a toxina BthTX-I (50ug/mL) (Figura
3B-C). A diferenca das amplitudes dos registros miograficos € atribuida a
peculiaridades de cada amostra e seus banhos, sendo os registros importantes para

evidenciar e ilustrar o blogueio contrétil.
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Grupos Experimentais

O3 L TS SO " LTI
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L J

O minutos 120 minutos

Tempo de Registro Miografico

Figura 3. Registro miografico da preparacdo nervo frénico diafragma (NFD) de
camundongo. Controle (A), veneno total de B. jararacussu 100ug/mL (B) e toxina
BthTX-1 50ug/mL (C). * adigdo do veneno e da toxina; ** lavagem — remoc¢é&o do veneno
e da toxina.
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As preparagdes NFD incubadas com o veneno bruto de Bothrops jararacussu
(100pg/mL) e com a toxina isolada BthTX-I (50ug/mL) apresentaram 50% de bloqueio
da resposta contratil apos 32,88 e 13,74 minutos, respectivamente (T 50%); com tempo
de bloqueio total de 86+£13,4 e 30+6,3 minutos, respectivamente (Figura 4). A analise
estatistica mostra diferenca significativa entre 0s grupos expostos ao veneno e toxina

em relacéo ao controle (p<0,001); e entre o grupo veneno bruto e a toxina (p<0,001).

Curvas de Resposta Contratil
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Figura 4: Curvas de resposta contratil dos grupos controle, veneno bruto de Bothrops
jararacussu e da toxina BthTX-l. Nota-se visual diferenca entre grupos expostos ao
veneno e toxina em relagdo ao controle; diferenca estatisticamente significante entre o
grupo controle e os tratamentos (*p<0,001); e entre 0s grupos veneno bruto e toxina
BthTX-I (#p<0,001).

A coloracdo de hematoxilina-eosina (HE) as fibras musculares nos animais do
grupo controle apresentaram morfologia alongada (em corte longitudinal), com

sarcoplasma com miofilamentos continuos e nucleos periféricos (*), e auséncia de
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edema celular ou muscular. Nenhum dano estrutural foi observado. Enquanto nos
musculos das preparacdes NFD tratadas com o veneno de B. jararacussu e com a
toxina BthTX-I, observou-se a hipercontragdo dos miofilamentos, evidenciando lesbes
na membrana plasmastica; perda da continuidade das fibras e edema celular (seta),

lesBes do tipo delta, até a perda completa dos miofilamentos — “ghost fibers” (Figura 5).

Figura 5. Cortes histoldégicos dos musculos diafragma de camundongos mantidos em
Tyrode (A — controle) e tratados com o veneno bruto de Bothrops jararacussu (B -
100ug/mL) e sua toxina BthTX-I (C - 50ug/mL). Note o padrdo alongado, sarcoplasma
homogéneo e nucleo periférico (*) das fibras do grupo controle (A). Observe a perda
deste perfil morfolégico nos grupos tratados (B-C) e consequente hipercontracdo e
auséncia de miofilamentos (seta). Aumento 400X.

Quando submetidos aos anticorpos primarios anti-sinaptofisina (localizacdo
restrita & vesicula sinaptica), anti-sinaptobrevina (localizacdo na vesicula sinaptica) e
anti-SNAP-25 (localizagdo restrita a membrana pré-singptica) apenas o0s cortes
histolégicos do musculo diafragma controle (A-C) apresentaram imunomarcacao
positiva (FITC - seta). Os cortes histolégicos sob a acao do veneno de B. jararacussu

(D-F) e da toxina BthTX-I (G-I) ndo apresentaram imunomarcagéao (Figura 6).
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Figura 6. Cortes histologicos das preparacdes NFD controle (Tyrode — A, B, C),
submetidas a acédo do veneno bruto de Bothrops jararacussu (D, E, F) ou de sua toxina
BthTX-I (G, H, I). Notar a imunomarcacao positiva (fluorocromo FITC) evidenciando a
presenca das proteinas sinaptofisina, sinaptobrevina e SNAP-25 (seta). A, D, F: 200x;
B, C, E, G, H, I: 400x.

Em todos os experimentos realizados apenas as amostras dos grupos controle
(NFD) apresentaram imuno-expressdo positiva para as proteinas sinaptofisina,
sinaptobrevina e SNAP-25, evidenciando de forma indireta a presenca de vesiculas
sinapticas intactas, bem como parte da “maquinaria proteica” para a exocitose do
neurotransmissor. Tais resultados também foram visualizados e quantificados por

western blotting (Figura 7).
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Figura 7. Representacdo dos resultados de western blotting (WB) para as proteinas
sinaptofisina (A), sinaptobrevina (B) e SNAP-25 (C), e para a proteina constitutiva
GAPDH (D). Os graficos (E-F) correspondem a andlise quantitativa do WB, por medida
de densidade de pixel de cada proteina: sinaptofisina (Syf), sinaptobrevina (Syb) e
SNAP-25 (S25). Ha diferenca significativa entre as proteinas da juncdo neuromuscular
nos grupos tratados (BJ; Th1l) com o grupo controle (CD); * p<0,05 e # p<0,001. Ndo ha
diferenca significativa entre os tratamentos para a proteina GAPDH.

Quando analisados ultraestruturalmente os musculos diafragma dos animais
controle apresentaram fibras musculares com morfologia hexagonal (em corte
transversal) ou alongada (em corte longitudinal), como visto ao HE, com sarcolema
integro, sarcoplasma dotado de sarcomeros com miofilamentos de actina e miosina
continuos, mitocondrias e reticulos sarcoplasmaticos inalterados e nucleos periféricos
(*) (Figura 8A-B). Nenhuma alteracdo morfolégica foi observada nas Células de
Schwann, bem como no processo de mielinizacao das fibras nervosas (Figura 8C). Ja
as fibras musculares tratadas com o veneno de Bothrops jararacussu (Figura 8D-F) e
com a toxina BthTX-I (Figura 9A-D) apresentaram edema celular, hipercontragdo dos
miofilamentos com perda da organizacdo dos sarcObmeros, mitocondrias e reticulo
sarcoplasmatico edemaciados, além de danos as Células de Schwann e falhas na

disposicao da bainha de mielina.
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Figura 8. As imagens A, B e C mostram os aspectos ultraestruturais da musculatura do
grupo controle (NFD). A - Fibra muscular com nucleo periférico (N) e mitocondrias (m)
evidentes; B - Detalhe da fibra muscular evidenciado os sarcémeros (s) e 0s
miofilamentos (mi). C - Célula de Schwann com bainha de mielina (**), neurofilamentos
(n) e nacleo (N); ja as imagens D, E e F evidenciam aspectos ultraestruturais da
preparacdo NFD submetida a acdo do veneno bruto de Bothrops jararacussu. Notar em
E a hipercontracdo dos miofilamentos (mi) e em F a morfologia da Célula de Schwann,
com alterac6es na mielinizagcdo. m = mitocondria; N = nucleo; n = neurofilamentos; ** =
bainha de mielina.
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Figura 9. Aspectos ultraestruturais da preparacdo NFD submetida a acdo da toxina
BthTX-I isolada do veneno bruto de Bothrops jararacussu. Notar em A as mitocondrias
(m) edemaciadas, em B a morfologia da Célula de Schwann com alteragbes na
mielinizacdo (**) e distribuicdo dos neurofilamentos (n), em C nucleo (n) apoptético e
em D a hipercontragdo dos miofilamentos (mi). N = ndcleo; n = neurofilamentos; ** =
bainha de mielina.

Considerando a juncdao neuromuscular (JNM) no grupo controle também néo
foram observadas alteracbes em relacdo as membranas pré e pos-sinapticas, as
organelas no axolema, neurofilamentos ou vesiculas sinapticas (Figura 10A). Tanto as
juncbes neuromusculares (JNMs) nos musculos tratados com o veneno de Bothrops
jararacussu (dados nao mostrados), como as JNMs nos musculos tratados com a toxina

BthTX-I apresentaram diminui¢cdo na concentracdo de vesiculas sinapticas, bem como
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alteracdes mitocondriais e danos na membrana pré-sinaptica. Entretanto ndo foram

observadas alteragcdes a membrana pos-sinaptica (Figura 10B).

Figura 10. A Figura 10A revela a ultraestrutura da jungdo neuromuscular (JNM) do
musculo diafragma (controle). m = mitocéndria; M = fibra muscular; seta = membrana
pré-sinaptica; dupla seta = membrana pdés-sindptica; * = vesicula sinaptica; ja a Figura
10B, revela os aspectos ultraestruturais da juncdo neuromuscular (JNM) da preparacéo
NFD submetida a acdo da toxina BthTX-l isolada o veneno bruto de Bothrops
jararacussu. Notar a diminuicdo (#) da concentracdo de vesiculas sinapticas (*) no
botdo nervoso. m= mitocondria; M = fibra muscular; N = nucleo; dupla seta = membrana
pés-sinaptica; * = vesicula sinaptica. A seta indica a possivel localizagcdo da membrana
pré-sinaptica, nao visivel.

Relato de caso: acidente botrépico no HUSF em Braganca Paulista

O atendimento do paciente do caso relatado foi realizado conforme Manual de
Diagnostico e Tratamento de Acidentes por Animais Peconhentos da Fundacdo
Nacional da Saude (FUNASA, 2001), sendo realizada a identificacdo do género do
animal causador e a classificacdo da gravidade para o correto e precoce emprego da
soroterapia.

Paciente do sexo masculino, 59 anos, branco, casado, procedente de Piracaia
deu entrada no pronto socorro do Hospital Universitario Sao Francisco (HUSF),
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localizado em Braganca Paulista — SP, encaminhado do servico de origem como
acidente crotalico. Na admissao apds reavaliar quadro, apesar de sintomatologia atipica
(fraqueza muscular e prostracdo e taquidispneia), paciente apresentava exuberante
clinica em local da picada, clinica compativel historia de acidente botropico. O acidente
ocorrera ha 6 horas em membro inferior direito em regido tibial anterior. Referia dor de
forte intensidade no local, acompanhada de edema, gengivorragia, uretrorragia,
taquidispnéia, tetraparesia flacida; sem ptosis pronunciada ou relatada em exame na

admissao.

Figura 11. Evolucdo do caso. A: Sangramento em cavidade oral; B: Membro com
edema, aspecto tipico da Sindrome Compartimental; C e D: Momento da realizacao da
fasciotomia; E: Aspecto em pds operatdrio imediato; F: Aspecto apdés fechamento
completo da fasciotomia.

Ao exame apresentava-se em regular estado geral, hidratado, corado, anictérico,

acianético, taquidispneico, afebril, orientado no tempo e no espaco, pressédo arterial:
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170 X 100 mmHg (< 130 x 85 mmHg), frequéncia cardiaca de 94 bpm (60 a 95 bpm).
Exame pulmonar, cardiaco e abdominal sem alteracdes. O membro inferior direito
estava edemaciado 4+/4+ com dor importante a movimentacdo passiva, empastado e
com diminuicdo dos pulsos pedioso e tibial posterior; o sinal de Homans era positvo e
da Bandeira negativo; exame neurologico notava-se discreta perda de forga simétrica
nos 4 membros (tetraparesia flacida).

A hipoétese diagnostica inicial foi acidente botropico grave, associado a sindrome
compartimental. Desta forma, foi realizada analgesia, antibioticoterapia (clindamicina e
gentamicina), vacina anti-tetancia, soro antibotropico e avaliagdo da cirurgia vascular.

Exames laboratoriais foram solicitados e evidenciaram o0s seguintes resultados:
hemoglobina 12,3 g/dl; hematdcrito 36,2 %; leucocitos 19100 (VR <12000) sem desvio;
plaguetas 68000 (VR >150.000 <400.000); TTPA 1,29 (VR 24-45 segundos; relacéo
<1,5); TP 2,29 (VR 10 a 14 segundos, TP<1,4); potassio 3,18 mEq/l (valores normais
3,5-5,5); CPK 247,40 (valores normais 60-190). Os demais exames estavam normais.

A partir da avaliacdo da cirurgia vascular e do USG Doppler das artérias
periféricas que mostrou som bifasico (compresséao arterial), foi indicada fasciotomia
descompressiva de urgéncia do membro inferior direito (lateral/ medial).

Paciente evoluiu com normalizagdo do tempo da coagulacdo apoOs 24 horas,
porém apresentou plaguetopenia durante periodo de internacao.

Durante a internagdo, paciente evoluiu de forma estavel, mas com limitacdo a
movimentacdo ativa e passiva. No sétimo dia de internacdo hospitalar paciente foi
submetido a limpeza, desbridamento de tecido necrético em face lateral de membro
inferior direito, aproximacdo de pele em face lateral e fechamento da fasciotomia
medial.

Paciente teve alta com 18 dias de internagdo com melhora e posteriormente foi
realizado enxerto autélogo retirado da regido anterior da coxa direita em face lateral de
membro inferior direito; evoluindo de forma favoravel com reverséao dos sintomas.
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6. DISCUSSAO

A estrutura da juncdo neuromuscular, constituida por um terminal pré-sinptico
dotado de vesiculas sinapticas contendo neurotransmissor (ACh), membrana preé-
sinaptica, uma fenda sinaptica e um aparato de recepcao pos-sinaptico (membrana pos-
sinptica) (Garner et al., 2000; Murthy e De Camilli, 2003), pode sofrer alteractes
estruturais que influenciam nos efeitos neurotdxicos e miotoxicos de venenos e outros
compostos (Rodrigues-Simioni et al, 1983)

A experimentacdo miografica, em preparacdes nervo-frénico diafragma de
camunsongo e biventer cervicis de pintainho, realizada para diversos venenos e
toxinas, como: Bothrops marajoensis (Cavalcante et al., 2011), Bmaj-9 (Galbiatti et al.,
2007; 2012), BmjeTX-l e BmjeTX-ll (Ponce-Soto et al., 2010); Bothrops. moojeni
(Rodrigues-Simioni et al., 1990), Bothrops insularis (Cogo et al., 1993; 1998), Bothrops
lanceolatus (Lobo-Araujo et al., 2002), Bothrops neuwiedi (Borja-Oliveira et al., 2003;
Zamunér et al., 1996), Bothrops pirajai (Costa et al., 1999) e Bothrops leucurus (Prianti

et al., 2003), confirma seus efeitos neurotoxicos.

O veneno de B. jararacussu e sua toxina BthTX-l apresentam acao pré-sinaptica,
como também relatado por outros autores (Gallacci et al., 2006; Heluany et al., 1992;
Homsi-Brandeburgo et al., 1988; Oshima-Franco et al., 2004; Rodrigues-Simioni et al.,
1983; 1995; Rostelato-Ferreira et al., 2010).

Estudos de eletrofisiologia comprovam que a inibi¢c&o inicial da liberagcdo de ACh
nas preparacdes tratadas com baixas concentracdes de BthTX-l se da atraves da
diminuicdo da frequéncia dos potenciais de placa terminal em miniatura, com aumento
do contetdo quantal, mas sem alteracdo no potencial de repouso da membrana
(Oshima-Franco et al., 2004).

Como observado no presente estudo o veneno de B. jararacussu e a toxina
BthTX-I, alteram a ultraestrutura das mitocondrias no axolema, gerando edema ou
perda das cristas mitocondriais, reduzem o numero de vesiculas singpticas e alteram a
mielinizacdo produzida pelas Células de Schwann.

As demais alteracdes histologicas observadas nos musculos diafragma, nas

preparacfes NFD, apds experimentagdo com o veneno bruto de B. jararacussu e sua
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toxina BthTX-I, respectivamente, como edema celular, hipercontracdo de miofilamentos
e dos sarcOmeros, e dano as mitocondrias e reticulo sarcoplasméatico confirmam os
efeitos mionecréticos do envenenamento botrépico (Pellegrini e Brazil, 1976), bem
como outros resultados ja publicados em experimentacdo animal (Andrido-Escarso et
al., 2000; Barbosa et al, 2003; Homsi-Brandeburgo et al., 1988; Neto e Marques, 2005;
Rodrigues-Simioni et al., 1983; Selistre et al., 1990), levando as fibras musculares a
necrose (De Roodt et al., 2003; Gay et al., 2005; Marufiak et al., 1999; Sanchez et al.,
1992).

O caso clinico relatado ilustra a agressividade dos efeitos proteoliticos e
mionecrodticos dos venenos botropicos, sendo a dor e 0 edema resultados dos efeitos
inflamatdrios secundarios a mionecrose, levando a complicdes graves como a sindrome
compartimental no membro afetado, com risco até de perda do membro. A exuberancia
dos efeitos mionecroticos neste acidente por B. jararacussu, sobrepfe-se aos efeitos
neuroparaliticos, tornando seus sintomas de carater subclinico.

Considerando o processo de exocitose sabe-se que ha uma seérie de proteinas
essenciais para a liberagdo do neurotransmissor (Takamori et al, 2006), como a
sinaptofisina (glicoproteina de membrana encontrada na vesicula sinaptica, relacionada
a integridade das vesiculas), e as proteinas SNARE: sinaptobrevina (VAMP), sintaxina
1 e SNAP-25 (SNAP-25 e sintaxina presentes na membrana pré-siniptica e
sinaptobrevina presente na membrana das vesiculas) (Dumitru e Amato, 2008).

Os resultados de imunohistoquimica e western blotting mostraram-se positivos
para as preparagdes NFD dos grupos controle, evidenciando a integridade das
vesiculas sinapticas, pela presenca de sinaptofisina e sinaptobrevina e do aparato
ancorador da membrana pré-sinaptica, pela presenca de SNAP-25.

Ja as preparacbes NFD tratadas com o veneno de B. jararacussu e sua toxina
BthTX-l ndo apresentaram marcacdo para as proteinas estruturais da vesicula,
sinaptofisina e sinaptobrevina, nem tdo pouco da proteina ancoradoura SNAP-25,
evidenciando a possivel perda da integridade das vesiculas sinapticas ainda no terminal
sinaptico e ndo na fenda sinaptica.

Dados da literatura afirmam que venenos e neurotoxinas induzem a hidrélise de

fosfolipidios da superficie do neurdnio inibindo a liberagdo dos neurotransmissores
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(Howard e Wu, 1976; Rigoni et al.,, 2005). Entretanto, o que foi observado neste
trabalho assemelha-se ao descrito para a toxina botulinica, que internaliza na vesicula
sinptica e atua diretamente sobre as proteinas sinaptopbrevina, SNAP-25 e sintaxina
(inseridas na membrana pré-sinaptica) clivando-as e impedindo a liberacdo do
neurotransmissor da vesicula singptica (Rossetto et al, 2006). No presente estudo a
acado € limitada a vesicula sinaptica, sem prejuizo ao complexo t-SNARE. Tais
permitiram o maior entendimento do mecanismo de agdo destes venenos e toxinas e
confirma, estruturalmente e molecularmente, os efeitos neurotdxicos observado
farmacologicamente.

O bloqueio da juncdo neuromuscular observado é resultado da ndo eliminacao
dos neurotransmissores na fenda sinaptica (Kini, 1997; Montecucco e Rosseto, 2000;
Schiavo et al., 2000) uma vez que estes compostos atuam sobre a vesicula sinaptica,
de alguma forma sobre as proteinas estruturais sinaptofisina e sinaptobrevina,
impedindo sua ancoragem a membrana pré-sinaptica ou induzindo sua néo formacao
ou ruptura no interior do terminal nervoso.

O caso clinico relatado, tipico da apresentacao clinica dos acidentes botropicos,
ilustra uma das complicacdes mais graves da entidade, a sindrome compartimental, que
pode evoluir com perda de massa muscular, neuropatia e amputacdo do membro
afetado (Bucaretchi et al., 2010; FUNASA, 2001). Ocorre pela compressdo do feixe
vasculo-nervoso em conseqiéncia ao edema que afeta o membro acometido, evoluindo
com isquemia das extremidades.

Clinicamente se manifesta por intensa dor agravada por qualquer movimento de
distensdo muscular, parestesia, diminuicdo da temperatura do segmento distal, cianose
e déficit motor (FUNASA, 2001; Luciano et al., 2009).

Em Braganca Paulista, local de ocorréncia do caso relatado, no mesmo periodo
foram relatados 255 casos de acidentes ofidicos, sendo 57% dos acidentes causados
pelo género Bothrops. A taxa de letalidade permanece em torno de 0,35 a 0,45% e
sequelas 1,2% de todos os acidentes. O observado no municipio de Braganca Paulista
corrobora com o descrito por Bochner e Struchener (2003) e SINAN/MS, ressaltando a

importancia médico-epidemiologica dos acidentes ofidicos no Brasil.
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7. CONCLUSOES

Tais resultados nos levam a concluir que a acdo neurotoxica pré-sinaptica do
veneno de B. jararacussu e da toxina BthTX-l1 & resultante também da perda das
vesiculas sinpticas antes mesmo de sua ancoragem na membrana do neurdnio para
exocitose do neurotransmissor, dada a visivel diminuicdo na densidade destas
vesiculas no botdo nervoso e da perda das proteinas sinaptofisina, sinaptobrevina e
SNAP-25, levando ao bloqueio da resposta contratil, evidenciado pela miografia. Além
disso, alteracdes na ultraestrutura da Célula de Schwann, bem como no processo de
mielinizacdo, podem ser uma um indicio de danos a estrutura do nervo em paralelo a
alteracbes as fibras musculares, num efeito poés-sinaptico independente do efeito
neurotoxico observado.

Como demonstrado na literatura, o efeito do veneno e de neurotoxinas sobre o
axolema precede o efeito sobre 0 sarcolema, mas como apresentado no caso clinico, a
intensidade do efeito mionecrotico, principalmente, quando submetido somente a toxina,

é suficiente para tornar, in vivo, o efeito neuroparalitico subclinico.
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5 _ UNIVERSIDADE
Comité de Etica em Pesquisa — CEP SAO FRANCISCO
Braganga Paulista, 22 de Novembro de 2010.

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Projeto de Pesquisa: Aspectos Moleculares da Jun¢do Neuromuscular sob o Efeito de
Venenos e Toxinas Botrdpicas com Agdo Pré — Sinaptica.

AREA DE CONHECIMENTO: Salde e Bioldgicas

Autor(es): Prof(a). Dr (a). Thalita Rocha
Institui¢do: UNIVERSIDADE SAQ FRANCISCO

Protocolo: 001.11.10
Prezado(a)(s) Pesquisador(a)(s),

O Comité de Etica em Pesquisa — CEP, da Universidade S&o Francisco, analisou em
reunido extraordinaria do dia 18/11/2010 o projeto de pesquisa supracitado, sob a
responsabilidade de Vossa Senhoria.

Este Comité, acatando o parecer do relator indicado, apresenta-lhe o seguinte
resultado:

Parecer: Aprovado
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