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RESUMO

Os venenos de cobras corais (Micrurus spp.) sdo neurotdxicos € miotoxicos. Microscopia de luz foi
utilizada para avaliar a miotoxicidade do veneno de Micrurus spixii e o potencial de neutralizagdo do
dano celular pelo soro antielapidico. Foram estudados musculos provenientes de preparagdes de
biventer cervicis de pintainho estimulados indiretamente durante 2 h, expostas a (n=3 cada) solucao
nutritiva de Krebs (controle negativo), veneno (10 pg/mL) e pré-incubacao (30 min, 37 oC) de veneno
(10 pg/mL) com 0,03 mL de soro antielapidico. Os musculos fixados em formalina 10% e mantidos
em alcool 70% foram processados e emblocados em parafina para analise histologica. Cortes de 4 um
foram corados com hematoxilina-eosina ¢ analisados em duplo-cego para verificar a presenca de
edema, vactolos, condensacdo de miofibrilas e células ghost. A incubacdo com veneno reduziu
drasticamente a propor¢do de células saudaveis, de 66,0 + 0,1% no grupo controle para 0,92 + 0,08%
no grupo veneno (p<0,05). A pré-incubacdo do veneno com soro antielapidico protegeu parcialmente
contra esta reducao (4,8 £ 0,42% de células saudaveis; p<0,05 comparado ao veneno). O veneno
aumentou a propor¢ao de células com: edema, condensacdo de miofibrilas e células ghost, e dobrou
a proporc¢ao de cé€lulas vacuoladas. As alteragdes diminuiram em graus variados apos pré-incubagao
com soro antielapidico. Os resultados mostram que o veneno causou alteracdes histomorfologicas em
musculo biventer cervicis € que o soro antielapidico protegeu significativamente, em diferentes
niveis, contra o dano celular na proporgao testada de soro antielapidico:veneno.

Palavras-chave: Biventer cervicis. Microscopia de Luz. Micrurus spixii. Soro Antielapidico. Veneno
de Serpente.

ABSTRACT

Coral snake (Micrurus spp.) venoms are neurotoxic and myotoxic. Light microscopy was used to
assess the myotoxicity of Micrurus spixii venom and the potential for antielapidic serum to neutralize
cellular damage. Chick biventer cervicis muscle preparations, indirectly stimulated for 2 h, were
exposed to (n=3 each) Krebs nutrient solution (negative control), venom (10 pg/mL), and pre-
incubation (30 min, 37 °C) of venom (10 pg/mL) with 0.03 mL of antielapidic serum. Muscles fixed
in 10% formalin and maintained in 70% alcohol were processed and paraffin-embedded for
histological analysis. 4 um sections were stained with hematoxylin-eosin and analyzed in a double-
blind manner to verify the presence of edema, vacuoles, myofibril condensation, and ghost cells.
Incubation with venom drastically reduced the proportion of healthy cells, from 66.0+0.1% in the
control group to 0.92+0.08% in the venom group (p<0.05). Pre-incubation of the venom with
antielapidic serum partially protected against this reduction (4.8+0.42% healthy cells; p<0.05
compared to venom). The venom increased the proportion of cells with edema, myofibril
condensation, and ghost cells, and doubled the proportion of vacuolated cells. These alterations were
reduced to varying degrees after pre-incubation with antielapidic serum. The results show that the
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venom caused histomorphological changes in biventer cervicis muscle and that antielapidic serum
significantly protected, at different levels, against cellular damage at the tested antielapidic
serum:venom ratio.

Keywords: Biventer cervicis. Elapid Antiserum. Light Microscopy. Micrurus spixii. Snake Venom.

RESUMEN

Los venenos de las serpientes coral (Micrurus spp.) son neurotdxicos y miotdxicos. Se utilizo
microscopia de luz para evaluar la miotoxicidad del veneno de Micrurus spixii y el potencial de
neutralizacion del dafio celular por el suero antielapidico. Se estudiaron musculos de preparaciones
de biventer cervicis de pollito estimulados indirectamente durante 2 h, expuesto a (n=3 cada una)
solucion nutritiva de Krebs (control negativo), veneno (10 pg/mL) y pré-incubacion (30 min, 37 °C)
del veneno (10 pg/mL) con 0.03 mL de suero antielapidico. Los musculos fijados en formalina al
10% y mantenidos en alcohol al 70% se procesaron y embebieron en parafina para el andlisis
histologico. Se tifieron cortes de 4 pm con hematoxilina-eosina y se analizaron a doble ciego para
verificar la presencia de edema, vacuolas, condensacion de miofibrillas y células fantasma (ghost
cells). La incubacion con veneno redujo drasticamente la proporcion de células sanas, del 66.0+0.1%
en el grupo control al 0.92+0.08% en el grupo con veneno (p<0.05). La pre-incubacion del veneno
con suero antielapidico protegi6é parcialmente contra esta reduccion (4.8+0.42% de células sanas;
p<0.05 en comparacion con el veneno). El veneno aumento6 la proporcion de células con edema,
condensacion de miofibrillas y células fantasma, y duplico la proporcion de células vacuoladas. Las
alteraciones disminuyeron en grados variados después de la pre-incubacion con suero antielapidico.
Los resultados muestran que el veneno causé alteraciones histomorfologicas en el musculo biventer
cervicis y que el suero antielapidico protegi6 significativamente, a diferentes niveles, contra el dafio
celular en la proporcion ensayada de suero antielapidico:veneno.

Palabras clave: Biventer cervicis. Microscopia de Luz. Micrurus spixii. Suero Antielapidico. Veneno
de Serpiente.
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1 INTRODUCAO

Os acidentes ofidicos integram a lista de doencas tropicais negligenciadas definida pela
Organizagdo Mundial de Saude (OMS). O ofidismo ¢ considerado um importante problema de saude
publica pois afeta, principalmente, a populagdo mais carente de paises tropicais e subtropicais,
incluindo o Brasil (Ministério da Saude, 2019; World Health Organization, 2019).

Existem 80 espécies de serpentes do género Micrurus espalhadas pelas Américas e no Brasil
ja foram registradas 38 espécies, distribuidas por todo o pais (Ministério da Saude, 2024; Silva et al.,
2021a,b). A espécie Micrurus spixii € encontrada no Brasil nos estados do Acre, Amazonas, Mato
Grosso, Para e Rondonia, especialmente na regido da floresta amazdnica, onde € popularmente
conhecida como cobra coral amazdénica (Buononato et al., 2021; Silva et al., 2021a,b; Terra et al.,
2015). Os habitos de vida das serpentes do género Micrurus sdo descritos como criptozoicos, ou seja,
elas preferem locais imidos, escuros e protegidos e, também, possuem hébitos fossoriais ou semi-
fossoriais, vivendo enterradas ou semi enterradas, tém natureza evasiva, produzem pouco veneno €
ndo se adaptam bem ao cativeiro (Marques e Sazima, 2021).

De modo geral, os venenos do género Micrurus sdo neurotdxicos, sendo que as neurotoxinas
presentes podem atuar em alvos pré- ou pds-sinapticos, ou em ambos (Baudou ef al., 2021; Floriano
et al., 2021; Gutiérrez et al., 2021). Existem duas principais familias de toxinas envolvidas na acao
neurotoxica desses venenos: o-neurotoxinas, também chamadas de toxina de trés digitos (3 FTx),
com atuagdo em alvos pos-sinapticos ligando-se aos receptores nicotinicos colinérgicos e
muscarinicos; e as -neurotoxinas, que sdo fosfolipases Az (PLA2) de classe I, que atuam em alvos
pré-sindpticos e sdo capazes de reduzir a liberagdo da acetilcolina (ACh). Além da a¢ao neurotdxica,
os venenos destas serpentes apresentam atividade miotoxica ao hidrolisar fosfolipideos na membrana
plasmatica, acarretando danos celulares, reagdo inflamatdria e alteragdes na coagulacdo sanguinea
(Carbajal-Saucedo et al., 2014; de Roodt et al., 2021; Gutiérrez et al., 2021; Terra et al., 2015).
Devido ao alto conteudo destas toxinas em venenos de cobras corais (Aird et al., 2017; 2021; Floriano
et al.,2021), a neurotoxicidade periférica ¢ a principal manifestacdo do envenenamento sistémico por
estas serpentes em humanos (Bucaretchi et al., 2016; 2021).

O tratamento padrdo recomendado para o envenenamento por Micrurus spp. no Brasil € a
administracao do soro antielapidico bivalente, produzido em cavalos a partir de um pool de pegonhas
de duas espécies (M. frontalis e M. corallinus) (Bucaretchi et al., 2021; Ho et al., 2021; Ministério
da Saude, 2001). Para o envenenamento humano por corais, desde 1987 o Ministério da Satde
recomenda o uso de 10 ampolas do soro antielapidico bivalente por via intravenosa para assegurar

um tratamento eficaz e padronizando, € minimizar os riscos de uma sub- ou superdosagem de
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antiveneno (Bucaretchi et al., 2016; 2021). Mesmo que os sintomas iniciais do envenenamento por
corais sejam apenas dor ou parestesia discretas, o Ministério da Satude ressalta a importancia de
considerar todos os casos como potencialmente graves, devido ao risco de insuficiéncia respiratoria.

A variacdo inter- e intraespecifica ¢ um fator reconhecido em venenos ofidicos ( Casewell et
al., 2020; Chippaux et al., 1991; Lomonte et al., 2014; Sousa et al., 2021; Tasoulis e Isbister, 2023;
Yu et al., 2020) e, de fato, estudos transcriptomicos e vendmicos indicam diferencas qualitativas e
quantitativas marcantes na proporc¢ao dos principais grupos de toxinas que compdem os venenos de
Micrurus (Lomonte et al., 2021; Rey-Suarez et al., 2025; Sanz et al., 2019b) o que pode resultar em
perfis toxicologicos distintos entre espécies (Silva Jr e Aird, 2001; Dashevsky et al., 2024), fato este
também conhecido para o veneno de M. spixii (Sanz et al., 2019a). Essa complexidade destaca a
dificuldade da producdo de um antiveneno que abranja todas as variacdes taxondmicas e geograficas
neste género (de Roodt et al., 2021; Ho et al., 2021; Rodriguez-Vargas et al., 2024; Vélez et al.,
2024).

O veneno de M. spixii possui uma predominancia de 3FTx e PLA> (Sanz et al., 2019a), sendo
que uma PLA; neurotdxica e miotdxica ja foi caracterizada deste veneno (Terra et al., 2015), mas a
capacidade neutralizante do soro antielapidico contra esta miotoxicidade ainda ndo foi avaliada.
Assim, nesta investiga¢do, avaliou-se através de microscopia de luz, a miotoxicidade causada pelo
veneno de M. spixii em musculo biventer cervicis de pintainho e o potencial de neutralizacao desta
atividade pelo soro antielapidico produzido com venenos de outras duas espécies (M. frontalis e M.

corallinus).

2 MATERIAL E METODOS
2.1 REAGENTES, VENENO E SORO ANTIELAPIDICO

Os reagentes para a analise histologica foram de grau analitico obtidos de fornecedores de
reconhecida qualidade (Merck, Exodo Cientifica, entre outras). O veneno de M. spixii usado neste
estudo foi fornecido pelo Instituto Butantan e foi um pool formado por extracdes de serpentes adultos
de ambos os sexos. O soro antielapidico (lote n® 090310-03A, validade: 03/2013) foi produzido pela
Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED, MG, Brasil) e obtido através do Centro de Informacdo e
Assisténcia Toxicoldgica (CIATox) da Universidade de Campinas (Unicamp), sendo gentilmente
fornecido pelo Prof. Dr. S. Hyslop. De acordo com o fabricante, 1 mL do antiveneno neutraliza 1,5
mg de veneno de M. frontalis. Este soro ¢ produzido pela imunizagdo de cavalos com uma mistura de

venenos de M. corallinus e M. frontalis.
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2.2 PREPARACAO ISOLADA DE BIVENTER CERVICIS DE PINTAINHO

Os musculos estudados nesta investigacdo foram obtidos de experimentos in vitro com
preparagdes isoladas de biventer cervicis (BC) de pintainho realizados por Cantuaria (2022). Os
protocolos experimentais foram aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA/Uniso,
protocolo no. 229/2022). No caso dos protocolos envolvendo a neutralizagdo por soro antielapidico,
o veneno foi pré-incubado com soro antielapidico na propor¢ao recomendada pelo fabricante (1 mL
do soro neutraliza 1,5 mg do veneno de M. frontalis; Instituto Butantan) de modo que nestes
experimentos com 10 ug de veneno/mL foram usados 0,03 mL (30 uL) de soro antielapidico seguido
por incubagdo da mistura por 30 min a 37 °C antes da adi¢ao da mistura ao banho de 6rgaos contendo

a preparacao neuromuscular BC por 2 h.

2.3 ANALISE HISTOLOGICA

A andlise histologica foi feita conforme descrito anteriormente (Cantuaria, 2022; Ferraz,
2013;). Ao término da incubagdo de 2 h (acima descrito), os musculos foram imediatamente fixados
em formalina 10% e, posteriormente, mantidos em alcool 70%, até o processamento histologico de
rotina. Cortes seriados (espessura de 4 pm) foram realizados em micrétomo (Cryostat 300 Ancap®)
e, posteriormente, corados com hematoxilina-eosina (HE), antes de serem montados com laminulas
e coladas com Entellan (Merck®). As laminas foram analisadas de modo duplo cego usando um
fotomicroscopio AXIOSTAR Plus da Zeiss®. Para a contagem celular das imagens selecionadas
primeiro foi verificada uma regido adequada da lamina, com boa quantidade de tecido para a leitura,
nessas regides foram definidas trés linhas imaginarias, aleatorias e virtuais (inicio, meio e fim), onde
realizou-se a contagem de células acima desta linha pré-definida. Apods a andlise quantitativa, foram
selecionadas as melhores laminas de cada grupo (controle Krebs, veneno, e veneno + soro
antielapidico) para fotografar. Em estudo prévio, utilizando-se a técnica miografica (Cantuaria, 2022)
e modelo de pré-incubacdo de veneno com soro antielapidico, realizou uma curva concentracao-
resposta, na qual diversas concentracdoes de veneno (5, 10, e 20 pg/mL) foram testadas em
experimentos miograficos. Foi observado que a concentragdo de 5 pg/mL forneceu resultados
insatisfatorios porque ndo causou lesdes musculares claras que permitissem uma quantificacdo
robusta da neutraliza¢do. Por outro lado, a concentragdo de 20 pg/mL resultou em um efeito toxico
exacerbado que impossibilitou a quantificacdo precisa da agao do soro antielapidico. Dessa forma, o
trabalho de Cantuaria (2022) estabeleceu a concentracdo de 10 pg/mL como a propor¢do ideal de
veneno para 0s ensaios, por proporcionar um equilibrio entre a indugao do efeito e a possibilidade de

avaliar a atividade neutralizante do soro antielapidico. Sendo assim, nesta investigacdo usamos a

~
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concentragdo de 10 pg de veneno/mL baseado nos resultados do estudo anterior (Cantuaria, 2022).
As fotos das laminas foram tiradas com aumento de 400X utilizando um Iphone 11 com camera de

12MP (megapixels). Os tipos de lesdes celulares foram definidos conforme mostrado na Figura 1.

Figura 1. Classificacdo dos tipos de lesdo celular em musculo biventer cervicis de pintainho.

Condensagao de miofibrilas

Normal
(longitudinal)

Vacuolos

‘ .,>

(transversal) ¢
g a

LEGENDA: Coiora{gﬁo: Hematoxilina-eosina. Barra = 1 cm = 40 pm.
Fonte: Elaboragio Propria

2.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos pela média + erro padrao da média e analisados por analise de
variancia (ANOVA) de uma via, seguido pelo teste de multiplas comparacdes de Tukey, com p<0,05
indicando significancia. As andlises estatisticas foram feitas utilizando-se o software Origin 9.5

(OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA).

3 RESULTADOS

Neste estudo realizou-se a andlise histoldgica por microscopia de luz em musculo biventer
cervicis obtido de preparagdes neuromusculares isoladas usadas para avaliar a agcdo do veneno de M.
spixii através de técnica miografica. Os musculos analisados foram obtidos de preparagdes incubadas
com solucdo Krebs (controle negativo), veneno (10 pg/mL) e veneno pré-incubado com soro
antielapidico. A Figura 2 mostra a proporcao (%) de células saudaveis, com edema, com vacuolos,
com condensacdo de miofibrilas e cé€lulas ghost (representado por espagos opticamente vazios

resultantes da mionecrose da célula restando apenas nucleos dispersos no citoplasma), nos trés grupos

analisados.
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A incubagdo com o veneno reduziu marcadamente a porcentagem de células saudaveis (0,92
+ 0,08% de células saudaveis) quando comparado ao controle, que apresentaram 66,1 + 0,1% de
células sauddveis. A pré-incubacdo com soro antielapidico elevou para 4,8 + 0,4% as células
saudaveis (n=3; p<0,05), uma prote¢do de 8% quando comparado ao grupo controle (Fig. 2a). O
veneno causou um leve, mas significativo aumento na propor¢ao de células com edema quando
comparado ao controle (de 9,5 £ 0,01% para 10,8% = 0,2%; n=3; p<0,05). Ja o soro antielapidico
protegeu contra este aumento causado pelo veneno, e reduziu a proporcao de células com edema para
um valor (6,7 = 1,4%) menor que aquele visto no grupo controle (incubado com apenas solugdo de
Krebs) (Fig. 2b).

A incubagdo com veneno dobrou a propor¢do de células vacuoladas quando comparado ao
musculo controle (de 31,0 £+ 1,5% no controle para 62,2 + 0,5% com veneno; n=3; p<0,05), e a pré-
incubagdo com soro antielapidico atenuou esta vacuolizagdo em aproximadamente 13% (para 54,2 +
2,9%; n=3; p<0,05) (Fig. 2c). Em grupo controle, 54,5 = 1,0% das células mostraram condensacao
de miofibrilas, ¢ este valor aumentou para 71,7 + 1,9% (um aumento de 31,5%) quando incubado
com veneno. A pré-incubagdo com soro antielapidico reduziu a propor¢cdo de células com
condensacdo de miofibrilas em 13,1% (para 62,3 + 0,2%, em comparagdo a propor¢do vista com
veneno sozinho; n=3; p<0,05) (Fig. 2d).

Com relagdo as células ghost, a exposicao ao veneno aumentou a frequéncia destas células (de
0 = 0% no controle para 0,38 + 0,07% com veneno), e este aumento foi quase abolido pela pré-
incubagdo com soro antielapidico (para 0,05 = 0,05%; n=3; p<0,05 comparado ao veneno sozinho;
nao houve diferenca significativa em relagdo ao controle) (Fig. 2e).

Os resultados mostram que, de modo geral, o soro antielapidico protegeu contra as alteragdes
histomorfologicas causadas pelo veneno de M. spixii. Entretanto, o grau de neutralizagdo variou
conforme o parametro avaliado, com a maior prote¢do sendo observada em relacdo as células com
edema (Fig. 2b) e células ghost (Fig. 2e). A protecdo contra as outras alteragdes foi menor (<13%).
Vale salientar que, em varios cortes histologicos, constatou-se a presenca de dois ou mais tipos de
dano em uma mesma célula. Além disso, no grupo controle (Krebs) foram encontrados diversos
artefatos que podem ser resultante de fatores como armazenamento e manipulagdo durante a analise,

o que justifica um aumento significativo em células danificadas no grupo controle (Krebs).
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Figura 2. Andlise quantitativa das lesdes celulares em musculo biventer cervicis de pintainho incubado com veneno de
M. spixii sem ou apods pré-incubacdo com o soro antielapidico
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LEGENDA:. Os parametros analisados foram: (a) Células normais, (b) Células com edema, (c) Células com vactiolos,
(d) Células com miofibrilas condensadas, e (¢) Células ghost. As colunas representam a média = EPM (n=3). *p<0,05
em relag@o ao controle (solugdo de Krebs), #p<0,05 em relagdo ao veneno.

Fonte: Elaboragdo Propria.

4 DISCUSSAO

Os venenos de Micrurus spp. sao constituidos principalmente por toxinas das familias 3FTx
e PLA; (Aird e Silva, 2021; Lomonte et al., 2021).

As toxinas 3FTx constituem uma familia de toxinas com diversas atividades, tais como
neurotoxicidade, citotoxicidade, cardiotoxicidade, coagulotoxicidade, atividade proteolitica e
inibicao de acetilcolinesterase (Nirthanan, 2020). Analises recentes indicam que as 3FTx tém uma
classificacdo bastante complexa e diversificada, com diversas subfamilias (Choudhury e Das, 2025;
Hiremath et al., 2024; Kini e Koh, 2025; Koh e Kini, 2025), incluindo as a-neurotoxinas responsaveis
pela neurotoxicidade de venenos de Micrurus (Floriano et al., 2021). Kleiz-Ferreira et al. (2021)
analisaram as caracteristicas estruturais das toxinas 3FTx encontradas em venenos de Micrurus e
mostraram que os venenos de M. spixii, M. frontalis e M. corallinus possuem 3FTx que formam um
subgrupo, o que indica certo grau de proximidade entre estes venenos. O bloqueio de receptores
nicotinicos colinérgicos pos-sindpticos por o-neurotoxinas da familia 3FTx € o principal mecanismo
responsavel pela neurotoxicidade e paralisia neuromuscular deste veneno in vitro e in vivo (Aird et
al., 2017; Floriano et al., 2021; Vital Brazil et al., 1995), embora possa haver também uma
contribuicao de PLA; (Terra et al., 2015).

As PLA>s ofidicas sdo enzimas dependentes de calcio que podem causar neurotoxicidade,

miotoxicidade e citotoxicidade direta em fibras esqueléticas, devido a sua capacidade de hidrolisar
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glicerofosfolipidios, gerando acidos graxos livres e lisofosfolipideos. As PLA> classificadas no
género Micrurus spp. pertencem a classe I de PLA> e exercem atividades como letalidade,
neurotoxicidade, miotoxicidade, edema/inflamagao e dor, além de afetar a coagulacao (Aird e Silva
Jr., 2017; 2021; Casais-e-Silva et al., 2022; 2025; Floriano et al., 2021; Gutiérrez et al., 2021; Sanz
et al., 2019a; Settbal et al., 2025).

O veneno de M. spixii ¢ miotoxico em camundongos e esta miotoxicidade tem sido atribuida
a atividade PLA, (Barros et al., 1994; Gutiérrez et al., 1992; Terra et al., 2015; Valeriano-Zapana et
al., 2013). Com respeito a miotoxicidade, apos ruptura da membrana celular, ocorre alteracdo na
permeabilidade da membrana, levando ao colapso do gradiente id6nico gerando um influxo rapido de
Ca’" e efluxo de moléculas citosolicas, resultando em varios tipos de lesdes teciduais (Gutiérrez e
Ownby, 2003; Lomonte, 2023; Lopez-Davila et al., 2024; Montecucco et al., 2008).

Conforme mostrado, o veneno ocasionou lesdes em quase todas as células esqueléticas do
musculo biventer cervicis de pintainhos, com apenas 0,92% delas aparecendo saudéaveis, comparado
as 66,1% saudaveis em musculo controle. A Fig. 2 indica que varios tipos de lesdes celulares foram
observados no musculo. Barros ef al. (1994) e Tambourgi et al. (1994) mostraram que o veneno de
M. spixii causa edema em camundongos, com perfil de atividade semelhante aos venenos de M. avery,
M. hemprichii, M. ibiboboca e M. lemniscatus. Considerando o que ja € sabido sobre os efeitos de
3FTx e PLA,, pode-se atribuir que o edema seja um evento induzido pela PLA> do veneno (Terra et
al., 2015), assim como observado com outros venenos de Micrurus (Casais-e-Silva et al., 2022).

A presenga de vacuolos e o aparecimento de regides com condensag¢ao de miofibrilas refletem
dano 4 membrana plasmatica, seguido de desequilibrio i6nico e o influxo descontrolado de Ca*",
resultando em lesdes no citoplasma que precedem a ruptura completa das fibras para levar,
finalmente, a mionecrose (De Barros, 2017; Gutiérrez e Ownby, 2003; Montecucco et al., 2008). A
condensacdo de miofibrilas envolve a agregacao de proteinas danificadas que formam corpos densos
no citosol e leva a desorganizacdo do padrao estriado da fibra muscular esquelética (Luna, 2010;
Montecucco et al., 2008).

O aparecimento de células ghost ocorre por conta da ruptura da membrana plasmatica, da
liberacdio de componentes citosélicos e influxo de Ca®*, e do colapso de gradiente i6nico, gerando
mionecrose tecidual. Essa lesdo ¢ caracterizada pelo desaparecimento da fibra muscular integral,
restando apenas componentes citoplasmaticos agrupados de forma desorganizada na matriz
extracelular (Gutiérrez e Ownby, 2003) que, ao microscdpio Optico, apresenta-se com aspecto hialino
representativo de areas opticamente vazias. Conforme mostrado aqui, a exposi¢do ao veneno resultou

em pouca formagdo de células deste tipo (0,38%) quando comparado ao indice elevado de células
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danificadas em geral (apenas 0,92% de células saudaveis comparado com 66,1% em musculo
controle).

Os resultados desta investigacdo indicam que o soro antielapidico neutraliza a atividade
miotdxica do veneno, com eficacia maior para a neutralizacdo do edema e da formagdo de células
ghosts. E de extrema importancia este achado, uma vez que o edema é um dos primeiros efeitos que
surgem em acidentes causados por venenos ofidicos que desencadeiam citotoxicidade local ou
sistémica (Seifert et al., 2023). Como resultado da agdo do soro elapidico, em nosso estudo, ao
minimizar o edema impediu-se os eventos seguintes até a mionecrose, 0 que resultou em menor
quantidade de células ghost. Para os outros danos celulares investigados, o grau de neutralizagao foi
discreto (<13%).

Em investigacdo anterior, o soro antielapidico mostrou-se pouco eficaz contra a miotoxicidade
deste veneno in vivo em camundongos, mesmo quando avaliado em uma propor¢do duas vezes maior
que a recomendada pelo fabricante (Cantuaria, 2024). Investigagdes com venenos de outras espécies
de Micrurus, e.g., M. corallinus (Silva-Carvalho et al., 2021a) e M. d. carinicauda (Silva-Carvalho
et al., 2022b), também relataram que o soro antielapidico foi pouco eficaz em neutralizar a
miotoxicidade em ratos.

O soro antielapidico usado terapeuticamente ¢ produzido usando um pool/ de venenos de
apenas duas espécies de cobras corais, M. corallinus e M. frontalis (Ho et al., 2021). E sabido que
este antiveneno apresenta reatividade cruzada e capacidade neutralizante variaveis entre os venenos
de Micrurus (Higashi et al., 1995; Prieto da Silva ef al., 2001; Tanaka et al., 2010; 2016), e esta
variabilidade poderia explicar a neutralizacdo parcial das lesoes celulares aqui descritas. Tanaka ef al.
(2010) mostraram que a M. spixii possui um dos venenos mais letais deste género e notaram que o
soro antielapidico ndo foi capaz de neutralizar completamente a atividade fosfolipasica deste veneno,
além de mostrar-se pouco eficaz em proteger contra a letalidade do veneno (Tanaka et al., 2010;

2016).

5 CONCLUSAO

Os resultados desta investigacdo mostram que o veneno de M. spixii causa mionecrose em
musculo biventer cervicis de pintainho e que esta atividade foi significativamente (p<0,05)
neutralizada pelo soro antielapidico apos pré-incubacao com o veneno. Sugere-se, de acordo com a
literatura, que o dano celular tenha sido causado pela atividade fosfolipasica do veneno. O
envolvimento de outros componentes do veneno, como as toxinas 3FTx e, eventualmente,

metaloproteinases, ainda precisa ser avaliado.
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