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RESUMO

Investigou-se o perfil sorologico de bovinos inoculados com veneno crotalico detoxificado pelo método
de iodagdo e iodagdo com encapsulagdo em liposomas. Onze fémeas com idade média de 18 meses e peso
médio del160kg, foram inoculadas com 0,03mg/kg de peso vivo do veneno crotalico do tipo crotamina
positivo. Cinco animais receberam o veneno iodado livre, cinco o iodado encapsulado em liposomas € um
animal recebeu 0 mesmo veneno na forma natural, para controle da letalidade da amostra de veneno
utilizada. Nao houve alteragdes significativas na concentragdo de proteinas totais, uréia e creatinina em
ambos os tratamentos. Foi observada diferenga significativa na concentracdo de creatinafosfoquinase a
partir de duas horas apos a inoculagdo do veneno. A iodagdo do veneno crotalico, com ou sem
incorporagdo em liposomas, suprimiu seus efeitos deletérios sobre o perfil bioquimico de bovinos.
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ABSTRACT

It was studied the activity of the Crotalus venom detoxified encapsulated in lipossomes or non-
encapsulated by the method of controlled iodination on the biochemical profile of bovines. Eleven 18-
months-old female bovines, weighting 160kg in average were used in this study. Groups of five animals
were inoculated intramuscularly with a dose of 0,03mg/kg with either the detoxified non-encapsulated
venom or the detoxified encapsulated venom. One control animal received the same dose of non
detoxified venom by the same route. No significant differences were observed between the study groups
for the parameters of total protein, urea and creatinine. Differences were observed for creatine
phosfokinase at times To and T, for the group treated with the iodinated venom encapsulated in
liposomes. The detoxification process abolished the activity of the venom in the encapsulated or
nonencapsulated form on the biochemical parameters and renal activity of bovine.
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INTRODUCAO e peptideos biologicamente ativos, aminas

biogénicas e outras substdncias que atuam

O veneno da cascavel sul americana é uma alterando  diversos  processos  fisiologicos
complexa mistura quimica composta de proteinas (Markland, 1998). As principais agdes desse
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veneno foram classificadas como sendo
neurotoxica, miotoxica, coagulante,
anticoagulante, hemolitica in vitro e nefrotoxica
(Jorge e Ribeiro, 1992; Rahmy, 2001). Um dos
constituintes mais estudados ¢ a enzima
fosfolipase A,, responsavel por exercer atividade
miotoxica, inflamatdria, citotdxica e neurotdxica
(Takahira, 1999).

A crotoxina, formada pelo complexo crotapotin-
fosfolipase, juntamente com a crotamina,
convulxina e giroxina s3o responsaveis pelos
principais efeitos neurotéxicos causados pelo
envenenamento crotalico. Elas agem na sinapse
da placa motora provocando incoordenagdo
motora, convulsdes, salivacdo e paralisias
(Amaral et al, 1991; Hudelson e Hudelson,
1995).

A crotamina ¢ potencialmente menos toxica que
a crotoxina, mas sua agdo ¢ especifica sobre a
membrana muscular esquelética, provocando
estado de fibrilagdo com contragdes curtas e
relaxamento demorado (Brasil, 1990), resultando
em rabdomiolise, uma sindrome clinica de
multiplas etiologias, conseqiiéncia da lesdo
muscular esquelética (Gabow et al., 1982). Sua
ocorréncia faz parte do quadro clinico do
envenenamento crotalico (Magalhdes et al,
1986; Azevedo-Marques et al., 1990), com
mioglobinemia, hiperfosfatemia, hiperkalemia,
aumentos de creatinina e da enzima
creatinafosfoquinase com intensa mialgia
(Salvini et al., 2001). Lago (1996) estudou o
envenenamento crotalico do tipo crotamina
positivo em bovinos e observou elevagdo sérica
da uréia e da creatinafosfoquinase, que atingiram
altas concentragdes no soro em 12 horas apos o
envenenamento até a morte dos animais. A
enzima creatinafosfoquinase ¢é especifica do
tecido muscular e seus valores séricos elevam-se
significativamente quando acontece um esforgo
fisico. Esse aumento ¢ diretamente proporcional
ao tamanho do esfor¢o (Bernard e Divers, 1989).

Pesquisadores preocupam-se em estudar o veneno
crotalico com o objetivo de encontrar alternativa
eficiente de protecdo do homem e dos animais,
buscando um imundgeno seguro e eficiente. Em
geral, a dose letal do veneno crotilico ¢ muito
pequena. Araujo et al. (1963) determinaram a dose
letal para bovinos e concluiram que 0,05mg/kg/peso
vivo € o suficiente para levar o animal a morte em
24 horas.
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Venenos sdo tidos como imundgenos fracos, o
que dificulta a confeccdo de uma vacina. Por
isso, diminuir ou mesmo suprimir sua letalidade,
sem alterar suas caracteristicas imunogénicas,
seria um grande passo. Kocholaty et al. (1968)
detoxificaram o veneno da cascavel sul-
americana utilizando foto-oxidacao e concluiram
que, além da atenuacdo de seus efeitos deletérios,
também preserva sua imunogenicidade. Daniel et
al. (1987) detoxificaram o veneno da cascavel
sul-americana mediante iodagdo controlada e
concluiram que o método ¢ eficiente. Freitas
(1996) incorporou a crotoxina em liposomas e
concluiu que houve redugdo de, pelo menos, 42
vezes na sua toxicidade. O objetivo do presente
trabalho foi verificar a supressao dos efeitos dos
componentes do veneno crotalico apos iodagdo e
de iodagdo com incorporagdo em liposomas
sobre o perfil bioquimico soroldégico de bovinos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 11 novilhas, mesti¢as, com
idade média de 18 meses e peso médio de 160kg.
Os animais foram mantidos em Dbaias,
identificados, vermifugados com albendazole' e
banhados com solugdo de amitraz’, segundo
recomendagdo do fabricante, no dia seguinte ao
de sua chegada ao hospital veterinario.

Foram formados trés grupos experimentais: no
grupo VI (n=5), os animais receberam
inoculagdo com veneno iodado livre; no grupo
VILP (n=5), inoculagdo com veneno iodado
incorporado em liposomas; no grupo V, um
animal recebeu a inoculagdo com veneno na
forma natural, para verificagdo da letalidade
(controle). O veneno utilizado foi o crotalico do
tipo crotamina positivo, fornecido pelo Centro de
Pesquisa e Desenvolvimento da Fundagéo
Ezequiel Dias (FUNED), o qual foi diluido em
salina 0,85% e fracionado em duas aliquotas. A
primeira  aliquota, na concentragdo de
5,00mg/ml, foi inoculada no animal V e a
segunda, submetida a iodagdo segundo Heneine
et al. (1986), foi subdividida em duas fragdes: a
primeira, na concentracdo de 8,39mg/ml, foi
inoculada nos animais do grupo VI e a segunda,
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na concentragdo de 6,00mg/ml, submetida ao
processo de incorporagdo do veneno em
liposomas, segundo Freitas et al. (1998), foi
inoculada nos animais do grupo VILP. A
inoculag@o do veneno, na dose de 0,03mg/kg, foi
feita por via intramuscular, na regido glutea,
conforme Belluomini (1972). Antes do
envenenamento (tempo zero) e¢ a cada duas
horas, durante 24 horas (T, a Ty), colheu-se
sangue venoso da jugular em tubos venoject’
para realizacdo de dosagens bioquimicas. Foram
feitas as dosagens de proteinas totais, creatinina
e uréia para todos os tempos avaliados e de
creatinafosfoquinase apenas nos tempos zero, 6,
12, 16 e 20. Em todas as dosagens foram
utilizados kits comerciais®.

Tabela 1. Concentra¢do de proteinas totais (mg/dl) em

A analise de varidncia e os testes de
KruskalWallis e de ScottKnott, para verificagdo
das diferengas, foram usadas segundo Snedecor e
Cochram (1967).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As Tab. 1 a 4 mostram o resultado do perfil
sorologico da concentragdo de proteinas totais,
uréia, creatinina e de creatinafosfoquinase.
Houve diferenca (P<0,05) entre os tempos
estudados apenas na  concentragio  de
creatinafosfoquinase.

bovinos inoculados com veneno crotalico iodado

livre (VI), incorporado em liposomas (VILP) e veneno crotalico natural (V)

Tempo decorrido desde a inoculagéo (horas)

Grupo 0 P 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
VI 57 68 66 61 65 61 65 69 63 714 66 17 16
+04 404 409 +1,7 +11 404 +04 07 +12 08 +10 40,6 +08
VILp 61 63 60 57 56 57 67 62 66 64 14 69 713
+13 404 40,6 +12 407 +10 +14 41,0 409 09 +06 +04 +09
\4 58 69 93 68 72 59 84 67 81 17 16 - :

Tabela 2. Concentragdo de uréia (mg/dl) em bovinos inoculados com veneno crotalico iodado livre (VI),
incorporado em liposomas (VILP) e veneno crotalico natural (V)

Tempo decorrido desde a inoculagdo (horas)

Canipe 0 P 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
VI 412 43,6 51,0 449 361 368 266 332 318 41,1 278 264 214
+81 +11,0 +11,1 +11,1 +10,8 +10,8 499 +88 93 +11,8 484 +102 +7,1
VILP 342 396 472 344 333 321 314 343 358 374 273 256 245
+44  +80 42,0 480 452 +45 47,1 486 472 +46 452 +67 174
v 468 529 545 632 502 783 456 467 473 318 299 - -

Tabela 3. Concentragdo de creatinina (g/dl) em bovinos inoculados com veneno crotalico iodado livre
(VI), incorporado em liposomas (VILP) e veneno crotalico natural (V)

Tempo decorrido desde a inoculagdo (horas)

G 0 P 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Vi 09 11 11 11 10 11 12 12 11 11 13 10 1.1
+0,1 40,1 40,1 +0,1 02 403 402 0,1 0,1 +02 +02 40,1  +0,1
VILp 1 Ll 10 1,0 L0 L1 12 12 L1 12 13 L1 12
+02 02 40,1 40,1 0,1 402 40,1 +02 402 +0,1 402 402 0,1
v 10 10 1,0 10 11 10 10 10 L1 12 12 - -
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Tabela 4. Concentragdo de creatinafosfoquinase
(UI/l) em bovinos inoculados com veneno
crotalico iodado livre (VI), incorporado em
liposomas (VILP) e veneno crotalico natural (V)
Tempo decorrido desde a inoculagéo (horas)

Grupo—— 6 12 16 20
I 613  550,5 5758 4852 5092
+31,5 47769 +686,5 +411,0 +477.1
yiLp 488b 3859ab 5747a 429,0ab 382,6ab
+12,6 42721 +4682 43154 +210,7
v 675 9228 1211,6 14201 15578

Os resultados para proteinas totais e creatinina
assemelham-se ao observado por Lago (1996),
mas diferem dos relatados para o homem por
Hudelson e Hudelson (1995). A concentragdo de
uréia permaneceu sem alteragdo, possivelmente,
devido ao efeito detoxificador da iodagdo, que
suprimiu o efeito nefrotoxico do veneno
garantindo, assim, a eficiéncia renal na excregdo
de catabolitos nitrogenados.

No envenenamento crotalico, segundo a maioria
dos pesquisadores, espera-se que ocorra
hipoproteinemia, aumento da concentragdo de
uréia, de creatinina e de creatinafosfoquinase, em
decorréncia da acdo dos componentes do veneno,
principalmente enzima fosfolipase A,, aminas
biogénicas, crotoxina, crotamina e miotoxina 2a
(Azevedo-Marques et al., 1990; Lago, 1996;
Salvini et al., 2001). Segundo esses autores, o
aumento de uréia e creatinina no soro ocorre por
dificuldades dos rins em excretar catabdlitos
nitrogenados, em decorréncia de disfung@o renal,
provocada pela acdo nefrotoxica do veneno.
Lago (1996) ndo observou hipoproteinemia e
nem elevagdo sérica da concentragdo de
creatinina em bovinos intoxicados com veneno
de cascavel.

A creatinafosfoquinase ¢ especifica do tecido
muscular e seus valores séricos elevam-se
significativamente quando os animais sdo
submetidos a esfor¢o fisico, conforme relato de
Bernard e Divers (1989), ou quando apresentam
quadros clinicos com miopatia, como o
observado na sindrome de rabdomiodlise (Gabow
et al.,, 1982). Segundo Hudelson e Hudelson
(1995), o aumento dessa enzima, nesses casos,
justifica-se como sendo efeito da acdo da enzima
miotoxina 20 e da fosfolipase A,, as quais
agem sobre a musculatura provocando
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mionecrose e, conseqiientemente, liberacdo de
creatinafosfoquinase na circulag@o. Essa agdo ¢é
vista em microscopia eletronica como alteragdes
provocadas no reticulo sarcoplasmatico nas
mitocondrias e por desorganizagdo na disposi¢@o
de filamentos de miosina. A miotoxina 2a
assemelha-se estruturalmente e funcionalmente a
crotamina e age seletivamente sobre as fibras
musculares do tipo I e IIA (Salvini et al., 2001).

(¢ aumento na concentragdo da
creatinafosfoquinase, observado nos tempos em
que foi avaliada, ¢ inferior ao relatado por Lago
(1996) e provavelmente ocorreu em decorréncia
do esforco muscular exercido pelos animais
durante as manipulagdes. Aparentemente a
iodacdo do veneno também suprimiu as agdes
patogénicas de seus componentes sobre a
musculatura, principalmente porque o aumento
da creatinafosfoquinase ndo foi tdo elevado
quanto ao observado nos casos naturais e,
também, porque ndo foram observados sintomas
clinicos de comprometimento muscular como
mialgia, edema, tremores musculares e urina
escurecida.

A iodagdo controlada do veneno crotéalico, com
ou sem incorporagdo em liposomas, suprimiu os
efeitos deletérios sobre os rins e musculatura de
bovinos e, conseqiientemente, sobre o perfil
bioquimico.

CONCLUSAO

A iodacdo e a iodacdo seguida de incorporacdo
em liposomas do veneno crotalico suprimem os
efeitos de seus constituintes sobre o perfil
bioquimico soroldégico da concentracdo de
proteinas totais, uréia, creatinina e
creatinafosfoquinase de bovinos.
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