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AGAO NEURO-MUSCULAR DO VENENO CROTALICO
DADOS PRELIMINARES

MARIA DORVALINA SILVA*, LUIZ ANTONIO L. RESENDE**, ANETE KIMUNI UEDA***,
BENEDITO BARRAVIERA****, R.P. MENDES*****, MARIO RUBENS G. MONTENEGRO™******

RESUMO - Estudamos 6 pacientes, 2 cdes e um coelho com intoxicagfio crotdlica. Avaliamos a condugéio
nervosa periférica sensitiva e motora, a transmissfio neuro-muscular e eletromiografias. As biépsias de misculo
foram processadas por histoqufmica. Os 6 pacientes apresentaram mononeuropatia sensitiva no nervo periférico
adjacente ao local da inoculagéo do veneno e encontramos evidéncias histoquimicas de miopatia mitocondrial.
Os defeitos da transmissdo neuro-muscular foram minimos. A maioria dos autores admite que veneno crotélico
determina sindrome miasténica. Nossos achados indicam que ptose palpebral, facies miasténico ¢ fraqueza
muscular observados apés acidente crotélico, correspondem provavelmente a miopatia mitocondrial, muitas
vezes transitéria e reversivel.

PALAVRAS-CHAVE: veneno crotélico, mononeuropatia sensitiva, miopatia mitocondrial.

Neuromuscular action of crotalid venom: preliminar data

ABSTRACT - We studied 6 patients and 2 dogs that have been bitten by South American rattlesnake Crotalus
durissus terrificus and one rabbit inoculated with crotalid venom. We analized sensory and motor peripheral
nerve conduction, repetitive stimulation for studying neuromuscular transmission and electromyographies. Muscle
biopsies were processed by histochemistry. All patients had peripheral mononeuropathy of the closest sensitive
nerve to the area of snakebite. The neuromuscular transmission alterations were minimal, Muscle histochemistry
of 4 patients, 2 dogs and 1 rabbit showed findings of mitochondrial myopathy. The majority of authors admit
that crotalid venom causes myastenic syndrome. Our findings suggest that palpebral ptosis, myastenic facies
and muscular weakness observed after crotalid poisoning are, probably, due to transient and reversible
mitochondrial myopathy. As far as we know, this is the first report on the ability of the venom of this rattlesnake
to cause local sensitive mononeuropathy and the first muscle histochemistry showing mitochondrial myopathy
in humans poisoned by crotalid venom.

KEY WORDS: crotalid venom, sensory mononeuropathy, mitochondrial myopathy.

No Brasil, acidentes causados por cascavel séo de grande importéncia devido a sua elevada
prevaléncia em determinadas regides®*. Comumente originam quadros clfnicos graves, as vezes
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fatais, acometendo individuos na fase produtiva da vida. O veneno crotélico apresenta efeitos téxicos
sobre a coagulagdo sangufnea®, rins'S, figado®, coragio® e sistema neuro-muscular’'#?2, As pesquisas
existentes sobre a a¢fio neuro-miotéxica deste veneno sdo, em sua maioria, experimentais®'1721.23.27-
¥ Na literatura consultada sobre acidentes crotédlicos em humanos, os estudos eletrofisioldgicos da
condug#io nervosa periférica, da transmissdo neuro-muscular e histoquimica de miisculo s@o raros'>!%,

Neste estudo documentamos, pela primeira vez, uma mononeuropatia sensitiva decorrente do
efeito téxico local do veneno da cascavel €, que seja de nosso conhecimento, também € a primeira
vez que se documenta, em seres humanos, através da histoquimica, uma miopatia mitocondrial
relaciondada 2 intoxicag#o crotilica.

MATERIAL E METODOS

Casos clinicos

Estudamos 6 pacientes picados por Crotalus durissus terrificus (Cdt) admitidos no Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina de Botucatu no perfodo de junho-1993 a margo-1995, apés aprovagio do plano de
pesquisa pela Comissdo de Etica. Incluimos pacientes em condigSes clinicas estdveis, respiragio esponténea,
sem catéteres endovenosos, que autorizaram os estudos apds esclarecimentos minuciosos. Estudamos 2 ces
vitimas de acidente crotilico, atendidos no Hospital da Faculdade de Medicina Veterindria de Botucatu, ap6s
consentimento dos proprietdrios. Um coelho de 30 dias foi inoculado com 10 microgramas/Kg de peso do
veneno, por via subcutinea. Nos 9 casos descritos as serpentes foram identificadas como Crotalus durissus
terrificus. Nos pacientes humanos determinamos, diariamente, os niveis séricos de creatino-fosfoquinase (CPK),
desidrogenase ldtica (DHL) e transaminase glutdmico-oxaloacética (TGO), nos 5 primeiros dias ap6s os acidentes.

Estudos eletrofisiologicos

Os pacientes humanos foram submetidos a avaliagSes eletroneuromiogrificas (ENMG) em aparelho
Nihon Kohden de 2 canais modelo Neuropack 2000, num intervalo de 24 a 72 horas apds a inoculagido do
veneno. Estudamos a condugfio sensitiva por técnica antidrémica, com eletrodos de anel (membros superiores)
e eletrodos de superficie (membros inferiores), avaliando os 4 membros, procurando comparar nervos homélogos
de modo simétrico. Estudamos a condugio motora em pelo menos trés membros, com eletrodos de superficie.
Ondas F foram obtidas em todos os nervos motores estudados. Fizemos estimulagdes repetitivasa 3, 15e 20 Hz
em pelo menos um nervo motor, com estimulo elétrico 20% superior ao estimulo supra-mdximo. Realizamos
eletromiografias dos miisculos deltoideus e tibialis anterior com eletrodos co-axiais. Todas as técnicas
eletrofisiol6gicas foram feitas de acordo com Kimura®,

Estudos histopatoldgicos

Trés pacientes foram biopsiados no musculo biceps brachii direito (em locais ndo adjacentes as picadas)
e.um no miisculo tibialis anterior (em local préximo a inoculagio), com intervalo de 4 a 9 dias ap6s os acidentes.
As demais vitimas ndio concordaram com o procedimento. Os cdes ¢ o coelho foram biopsiados no fibialis
anterior direito, em locais distantes das picadas, 2 dias ap6s a intoxicagio. A distincia ou proximidade da
bidpsia relacionada A picada foi proposital. As amostras de misculo medindo aproximadamente 0,2 x 0,5 cm
foram congeladas em n-hexana resfriada com nitrogénio liquido a -70°C e transferidas para cimara de criostato
(International Equipment Company) a -20°C, onde ficaram por 40 minutos. A seguir foram fixadas em suporte
metélico com Tissue-Tek-OCT. Cortes de 6 a 8 micra de espessura foram estudados de acordo com as seguintes
técnicas histolégicas e histoquimicas, descritas por Dubowitz'': hematoxilina-eosina (HE), tricdmico de Gomori
modificado, miosina ATP ase ap6s pré-incubagdo em pH 9,4, 4,6 ¢ 4,3, NADH-TR, desidrogenase succinica
(SDH), esterase inespecifica, oil-red-O, PAS e fosfatase alcalina.

Os estudos eletrofisiolGgicos e histopatolégicos foram realizados ap6s administragio do soro anti-ofidico
aos pacientes € aos caes.

RESULTADOS

Todos os pacientes eram brancos, do sexo masculino. Quatro foram picados em membros inferiores
e 2 em membros superiores. O Caso II apresentava, anteriormente 2 picada, hipoestasia bilateral de
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membros inferiores de predomfnio distal, mas no local da inoculagdo, referiu anestesia. O Caso VI
apresentou quadro ENMG de radiculopatia C5 direita antiga. Sonoléncia, ptose palpebral, oftalmoparesia
¢ diminuigfio da forga muscular foram as alteragBes clinicas mais significativas nos humanos.

Os achados mais caracterfsticos nos cées foram oftalmoplegia, midrfase bilateral e acentuada
diminuiggo de forga muscular. No coelho, sonoléncia e oftalmoplegia.

Todos os casos, exceto o coelho, apresentaram urina escura. Os niveis séricos mais elevados
de CPK e TGO ocorreram aproximadamente 24 horas ap6s os acidentes. Os nfveis de DHL atingiram
o0 pico em torno de 96 horas. Somente o Paciente II desenvolveu insuficiéncia renal aguda.

Os dados clfnicos e laboratoriais dos 6 pacientes e 2 cées est@o resumidos na Tabela 1.

Os estudos da condugdo sensitiva revelaram, em todos os pacientes, uma mononeuropatia
localizada no nervo sensitivo mais pr6ximo ao local da inoculagéio do veneno-(Fig 1A, B e Tabela 2).
O Paciente II era portador de uma polineuropatia axonal, provavelmente secundiria a alcoolismo
cronico e exposi¢io a agrotéxicos. Mesmo assim, o comprometimento do nervo sensitivo mais
préximo do local da picada, foi maior que o de outros nervos.

Os estudos da condugdo motora, onda F e estimulag@io repetitiva a 3 Hz foram normais em
todos os casos. A 15 e 20 Hz, a estimulagdo repetitiva demonstrou pseudo-facilitagio em todos os
pacientes (Fig 1C) e facilitagfio verdadeira, discreta, nos Casos I e Il (Fig. 1D).

A eletromiografia revelou aumento da atividade de insergdo no Paciente I, ondas agudas
positivas em todos os casos, potenciais de unidades motoras de forma, amplitude, duraggo e frequéncia

Fig 1. Mononeuropatia do nervo radial direito (A), e nervo radial esquerdo normal (B), em paciente com
picada na regido dorsal do polegar direito (Caso VI). Pseudo-facilitacao (C, Caso V) e facilitagdo
verdadeira (D, Caso I). ’
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de recrutamento normais, com tragado interferencial em todos os casos, exceto nos Pacientes IT e VI,
que apresentaram tragados neurogénicos devidos a polineuropatia axonal e radiculopatia C5,
respectivamente (Tabela 2).

Os achados histopatolégicos encontrados nos pacientes, nos cies e no coelho foram
semelhantes. Ao HE, observou-se grande variagéo no didmetro das fibras musculares, micleos internos,
e fibras necréticas envoltas por discreto infiltrado inflamatério (Fig 2A). Ao trictdmico de Gomori
modificado destacaram-se as fibras granulares (ragged-red) (Fig 3). Alteragdes oxidativas e acimulo

Fig 2. Mesmos fasciculos e fibras musculares numa sequéncia de reagdes. A, HE; B, tricromico
de Gomori modificado; C, ATP ase no pH 9,4; D, ATP ase no pH 4,6; E, NADH-TR; F, Oil-red-O.
Fibra aparentemente normal no HE (A, seta pequena), mas alterada em outras reagées (B,C,D,E).
A fibra aparentemente normal (A e B, setas grandes) é do tipo I (C e D), apresenta alteragdes
oxidativas (E) e acimulo de lipideos (F). Em E, agrupamento de fibras tipo I com alteragdes
oxidativas (Caso VI).
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de lipideos predominaram em fibras do tipo I (Fig. 2 C-F, seta grande). NADH-TR e SDH
demonstraram granulag6es grosseiras e aumento da atividade oxidativa sub-sarcolemal em fibras do
tipo I. O Paciente 11, portador de polineuropatia periférica cronica, apresentou “type grouping”. Isto
possibilitou demonstrar, nitidamente, que todas alterages histolégicas e histoquimicas predominaram
nas fibras do tipo I (Figs 4 ¢ 5).

Fig 3. Tricromico de Gomort modificado. Presenga de fibras granulares (ragged- red). A, Caso VI; B e €
cdo I; D, coelho.
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Fig 4. NADH-TR. “Type grouping” devido a polineuropatia prévia. Nitida prevaléncia das alteragdes
oxidativas nos fasciculos contendo fibras do tipo I (Caso II).

Fig 5. Esterase inespecifica. Mesmos fasciculos da Fig 4. Fibras necrdticas, do tipo 1, positivas a esterase
inespecffica.
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DISCUSSAQ

Nossos pacientes apresentaram quadros clinicos e laboratoriais tfpicos de envenenamento
crotilico: sonoléncia, queda da acuidade visual, midriase, ptose palpebral, oftalmoparesia, mialgia,
diminui¢do de forca muscular, hiporreflexia profunda, insuficiéncia respiratéria, urina escura e
aumento dos valores séricos das enzimas musculares. Midriase e insuficiéncia respiratéria ocorreram
somente na crianga (Caso V). Cupo e col.” descreveram midrfase em 9 dentre 10 criangas picadas
por Cdt, e insuficiéncia respiratéria ocorreu uma vez numa casuistica de 21 criangas®.

Os achados clinicos e laboratorais observados nos cies também foram caracteristicos de
envenenamento crotdlico.

Na apresentago dos resultados preferimos o termo “urina escura” porque a “hemoglobindria™
descrita por diferentes autores nesta condig@o clinica, corresponde, na realidade, a mioglobintiria®.
Em nosso estudo, urina escura e aumento de CPK, DHL ¢ TGO sdo indicativos da a¢do miot6xica
do veneno crotdlico.

E sabido que lavradores, vitimas da cascavel, comumente se queixam de anestesia na regido
da picada. A mononeuropatia sensitiva que documentamos ao exame ENMG, no nervo mais préximo
ao local da inoculagdo do veneno, é o dado eletrofisiolégico correspondente. Ekenbick e col.'?, em
1985, descreveram polineuropatia axonal sensitivo-motora num paciente gravemente intoxicado
com veneno crotilico, que recebeu soroterapia inespecifica 8 horas apés o acidente. Em nossos
casos, observamos apenas mononeuropatia sensitiva, talvez porque o tratamento especifico fora
administrado precocemente. Que seja de nosso conhecimento, esta € a primeira vez que se demonstra
mononeuropatia sensitiva em vitimas de acidente crotélico. Giorgi e col.', em 1993, demonstraram
efeito analgésico deste veneno em camundongos, relacionado a sub-fragdes de baixo peso molecular.

A estimulagfo repetitiva, em todos os pacientes, a 15 ¢ 20 Hz, demonstrou o fendémeno da
pseudo-facilitagdo, ou seja, aumento da amplitude do potencial composto de unidades motoras
(PCUM) sem aumento da drea subjacente. Dos 6 pacientes, apenas 2 apresentaram discreto incremento,
caracterizado por aumento da amplitude e da drea do PCUM. O paciente de Ekenbiick e col.' tampouco
apresentou alteracdes eletrofisiol6gicas a estimulacgo repetitiva. Este conjunto de dados sugere que,
nos casos de intoxicagfo crotdlica, o bloqueio pré-sindptico da transmissdo neuro-muscular seja
minimo. Ao contririo do que vem sendo postulado por diferentes autores com bases
experimentais®!'??2®  acreditamos que a agio pré-sindptica da peconha da cascavel sobre a
transmiss&o neuro-muscular seja minima e nfio contribua de maneira importante para o quadro clinico
dos pacientes.

Em 1979, Gopalakrishnakone e col.'* demonstraram em camundongos, através de microscopia
eletrbnica, agdo da crotoxina sobre mitocréndias dos terminais nervosos pré-sindpticos e fibras
musculares. Mais tarde, também experimentalmente, demonstraram que as mitocondrias musculares
possufam actimulos de célcio e sugeriram que a fosfolipase A, (componente da crotoxina), ao agir
sobre a membrana da fibra muscular, abriria fendas, que permitiriam o influxo de célcio para o
sarcoplasma. A mitoctndria seria lesada na tentativa de tamponar o excesso de célcio'®', Shah ¢
col.® demonstraram miopatia mitocondrial em ratos intoxicados com crotoxina. As alteragdes
encontradas foram semelhantes as de pacientes com doengas mitocondriais. Observamos fibras
granulares no tricrémico de Gomori modificado, predomfnio de necrose em fibras do tipo I
(especialmente demonstrado no Caso II que apresentou “type grouping’), presenga de granulagGes
grosseiras nas fibras do tipo [ associadas a aciimulo de atividade oxidativa sub-sarcolemal as reagdes
oxidativas (NADH-TR e SDH) e aciimulo de lipideos em fibras tipo I (oil-red-O).

Tais achados indicam o comprometimento do metabolismo oxidativo mitocondrial em seres
humanos e cées vitimas de acidente crotdlico.
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A agdo miotéxica sistémica do veneno crotdlico em humanos foi descrita pela primeira vez
por Azevedo Marques € col.' em 1985. Em 1986, Magalhies e col.2 e Jorge e col.’ descreveram
novos casos de mionecrose, sendo que Jorge € col.'® teriam observado atrofia de fibras tipo Iem 2 de
seus pacientes. Rossi e col.” demonstraram edema e presenga de corpiisculos eletro-densos nas
mitocondrias musculares de pacientes picados por cascavel. Cupo e col.® sugeriram que a ago
miotéxica do veneno teria predilegdo por fibras tipo I e IIA. Barraviera e col.* observaram alteragGes
mitocondriais no hepat6cito de um paciente que faleceu ap6s grave acidente crotélico. Sugeriram
comprometimento do metabolismo oxidativo mitocondrial como possivel etiologia do efeito
hepatot6xico. Em nosso estudo, documentamos através de técnicas histoquimicas, alteragdes do
metabolismo oxidativo mitocondrial do misculo esquelético. Acreditamos que a miotoxidade do
veneno crotilico seja consequente ao efeito lesivo sobre a mitocndria, e que o quadro clinico de
ptose palpebral, oftalmoplegia ¢ diminui¢fio de for¢a, mimetizando sindrome miasténica, seja
consequente a miopatia mitocondrial transitéria, e ndo a bloqueio pré-sindptico da transmissdo neuro-
muscular.

CONCLUSOES

Nossos resultados clinicos e experimentais permitem as seguintes conclusdes:

1. O veneno da cascavel determina mononeuropatia sensitiva no nervo periférico adjacente a picada;
2. O veneno crotilico causa miopatia mitocondrial aguda;

3. O defeito pré-sindptico da transmissdo neuro-muscular induzido por este veneno parece- nos
minimo e insignificante;

4. Corolério das assertivas 1 e 2: sendo as mononeuropatias sensitivas raras € as miopatias
mitocondriais um assunto emergente e importante na neurologia atual, este estudo abre perspectivas
de pesquisa nestas 4reas.
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