DAYANA SAMPAIO CARDOSO

MARCAGAO DE ANTIVENENO ESCORPIONICO
COM TECNECIO-99m E A SUA
BIODISTRIBUIGAO EM RATOS DE 21-22 DIAS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE FARMACIA
BELO HORIZONTE
2007



DAYANA SAMPAIO CARDOSO

MARCAGCAO DE ANTIVENENO ESCORPIONICO COM
TECNECIO-99m E A SUA BIODISTRIBUICAO EM RATOS DE
21-22 DIAS

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pés-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas
da Faculdade de Farmécia da Universidade
Federal de Minas Gerais, como requisito
parcial a obtencao do titulo de Mestre em
Ciéncias Farmacéuticas.

Orientadora: Profa. Dra. Elziria de Aguiar
Nunan

Belo Horizonte
Faculdade de Farmacia da UFMG
2007



C268m

Cardoso, Dayana Sampaio.

Marcagao de antiveneno escorpidnico com tecnécio-99m e sua
biodistribuicdo em ratos de 21-22 dias / Dayana Sampaio Cardoso. —
2007.

113 1. :il.

Orientadora: Profa. Dra. Elziria de Aguiar Nunan.
Dissertacao (mestrado) - Universidade Federal de Minas Gerais,
Faculdade de Farmacia.

1. Escorpibes — Veneno — Teses. 2. Imunoterapia — Teses. 3.
Radiois6topos — Teses. 4. Tityus serrulatus — Teses. 5. Toxicologia.
. Titulo. 1. Nunan, Elziria de Aguiar. lll. Universidade Federal de
Minas Gerais. Faculdade de Farmacia.

CDD: 615.942




DEDICATORIA

A minha Vé Aurita e a minha mae Darinalva,
pelos exemplos de luta, coragem e bondade

gue servem de inspiracao da minha vida.



AGRADECIMENTOS

A DEUS.

A Prof. Dra. Elziria de Aguiar Nunan pela orientagdo, amizade, otimismo, paciéncia,
dedicacgao e confianga em mim depositada.

Ao Prof. Dr. Valbert Nascimento Cardoso, pela colaboracdo, disponibilizacdo do
laboratério e pelas sugestbes valiosas.

Ao Prof. Tasso Moraes Santos pela colaboragdo e otimismo durante a realizagdo do
trabalho.

Ao Prof. Dr. Vicente de Paulo Coelho Peixoto de Toledo pela colaboragédo e apoio na
realizacao do trabalho.

A Farmacéutica Raquel Joane Rodrigues, chefe da Divisio de Producdo de
Imunobioloégicos da Fundacdao Ezequiel Dias (Funed) pela colaboracdo sempre
disponivel, disponibilizacao do soro antiescorpiénico e confianca no trabalho.

Aos alunos de Iniciacao Cientifica Elton Mendonca pela colaboragédo e a Marina Bicalho
Silveira pela inestimavel ajuda nos trabalhos experimentais, compartilhando horas de

trabalho, principalmente nos finais de semana e feriados.

A Prof. Dra. Ligia, a Prof. Dra. Cristina Viana e a todos os amigos do Laboratério de
Controle de Qualidade, Fernando, Zé Antbnio, Gisele, Isabela, Paula, Janaina,
Manoela, Luciano, Lucia, Mirian, Renan, Priscila, Bruno.



A Profa. Simone Odilia Diniz, a Profa. Vildete e aos colegas de mestrado Luciene,
Daniele, Maira, Paulo, lara e Telma e a técnica Mariza do Laboratério de Radiois6topos

pela grande colaboracao e pelas agradaveis horas de trabalho compartilhadas.

A Célia de Fatima Barbosa da Funed e aos técnicos do Controle de Qualidade Bioldgico
da Funed pela ajuda inestimavel na realizacao do Teste de Poténcia.

A amiga Wany Maria Selena, pela amizade, confianca e por ter me incentivado a
estudar sobre Imunobiolégicos e a todos funcionarios da Producédo de Imunobiolégicos
da Funed pela amizade.

Ao Prof. Dr. Carlos Chavez Olértegui pelo fornecimento da fragdo imunoglobulinica
purificada.

A Dr. Karla Lima pela realizagao das eletroforeses.
A técnica Maria das Gracas do Laboratério de Nutricdo Experimental e & aluna de
Iniciacdo Cientifica Melina do Laboratério de Imunologia Clinica pela colaboragcao nos

experimentos.

A Veterinaria Adelaide e ao funcionario Batista do Biotério da Faculdade de Farmacia
pela valiosa colaboracao.

A funcionaria Rosi do Curso de Pés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas por sempre
estar disponivel para informagdes.

A FAPEMIG/Ministério da Salde/Secretaria da Salde de Minas Gerais pelo apoio

financeiro.

Ao Dr. Délio Campolina, chefe do Servico de Toxicologia do Hospital de Pronto-Socorro
Jodo XXIIl, pelas valiosas informacdes prestadas.



Ao Fred, pelo amor, dedicacao, carinho, que sempre esteve disponivel nas horas que
mais precisei durante a realizacéao deste trabalho.

A Dona Matilde por ter me acolhido como filha durante esta caminhada.

Ao meu pai Derneval pelo otimismo, dedicagéo e incentivo e minhas irmés Dardénia e

Riana Maria pelo carinho e admiragéo.
A minha Tia Maind e aos meus tios Jeova e Aiméa pelo carinho, apoio, por terem me
incentivado e ensinado a busca pelo conhecimento e pela confianca em mim

depositada.

Ao meu primo Kinulpe pelo carinho e informagdes prestadas.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Representacdo esquematica dos sistemas cromatogréaficos utilizados para
verificacdo do rendimento de marcacdo do soro antiescorpibnico (F(ab’)z) com
D =Yoo YRR 53
Figura 2 — Representacdo esquematica da cromatografia de imunoafinidade com
veneno escorpidnico total iMobilizado............oeiii i 58
Figura 3 - Perfil cromatografico da **™Tc-F(ab’), em cromatografia ascendente antes e
21010 TSN 11 (= U= T TR 65
Figura 4 - Perfil cromatogréfico da **™Tc-F(ab’). em cromatografia descendente antes e
=10 L0 1S3 111 = Tor= Lo TP 66
Figura 5 — Rendimento de marcacgéo do soro antiescorpidnico com *™Tc antes e apds
L1110 U= o T PP RPPPER 68
Figura 6 — Perfil do soro antiescorpidnico marcado com *™Tc e ndo marcado em
coluna de imuNOAfiNIdAdE.........coeeiiiieeceeee e e e e e e e e e e as 71
Figura 7 — Perfil eletroforético (SDS-PAGE) de amostras de soro antiescorpidnico e
L2100 =T3P PPUPUPPPRPPP 73
Figura 8 — Captacao de ®™Tc-F(ab’), especifica ao antigeno (% dose/g de 6rgao) em
ratos de 21-22 dias apOs iNJECA0 INraVENOSA. ........cueiiiiiiiiiiiiiee e 76



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Influéncia da massa de proteina do soro antiescorpidnico sobre o
rendimento de Marcagao COM IMTC..... ..ot 62
Tabela 2 — Influéncia da massa de borohidreto de sédio sobre o rendimento de
marcagdo do soro antiescorpioNico COM T ™MTC. ..ot 63
Tabela 3 — Influéncia da massa de cloreto estanoso sobre o rendimento de marcacao
do SOro antieSCOMPIONICO COM ZO™MTC.... .ttt 63
Tabela 4 — Estabilidade do soro antiescorpionico apés marcagédo com *"Tc............... 69
Tabela 5 — Biodistribuicdo de *™Tc-F(ab’); especifica a0 antigeno...........c.ccccvvvveveennee 74

Tabela 6 — Valores de area sob a curva da radioatividade tecidual e sanguinea de 0 -
24 h (AUC o . 24 1) apds injecdo intravenosa da *"Tc-F(ab')s
LT o= o] o= VPRSPPI 77
Tabela 7 — Coeficientes de particao tecido-sangue (Kp) para 6rgaos de ratos 21-22 dias
ap6s injecdo intravenosa de *™Tc-F(ab’)2 @SPeCifiCa.........coviveveveeeecrrreeeeeeseee e, 78

Tabela 8 — Valores de tmsx para 6rgaos de ratos de 21-22 dias apds biodistribuicdo de
9MTC-TsTX e *™Tc-F(ab’), antiescorpionica especifica..........oovveveveveeereeeeerer e, 85
Tabela 9 — Valores de Kp para 6rgaos de ratos de 21-22 dias ap6s biodistribuicdo de
9MTe-TsTX e ¥™Tc-F(ab’), antiescorpionica especifiCa. .......cceweeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeenn. 86



LISTA DE ANEXOS

ANEXO A - Certificado do Comité de Etica em Experimentacdo Animal
ANEXO B - Célculos e parametros estatisticos para o teste de poténcia do soro

antiescorpiénico ndo marcado com *™Tc
ANEXO C - Célculos e parametros estatisticos para o teste de poténcia do soro

antiescorpiodnico marcado com *™Tc



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

Aogo absorvancia a 280 nanbémetros
AUC area sob a curva

AUC ¢.24n area sob a curva de 0 a 24 horas
Crax concentracdo maxima

cpm contagens por minuto

DEs dose efetiva 50%

DLso dose letal 50%

DP desvio padrao

EDTA acido etilenodiaminotetracético
ELISA “enzyme linked immunosorbent assay”
Fab “fragment antigen binding”

IgG imunoglobulina G

IM intramuscular

IP intraperitoneal

v intravenosa

K constante de velocidade

KDa kilodaltons

Kp coeficiente de particdo tecido-sangue
KeV kilo-elétron-volt

M concentracdo molar

MM massa molar

MBq megabequerrel

n namero de determinacdes
Na®"TcO,  pertecnetato de sédio

p/v peso por volume

SC subcutanea

SNC sistema nervoso central



9mTe
®¥mMTcO,
¥MTcO,
TsTX
9MTe-TsTX
®MTc-F(ab’),
tmax

UFMG

USP

uv

Vs
2

X

tecnécio — 99 meta estavel

dioxido de tecnécio (tecnécio reduzido)
pertecnetato

tityustoxina

tityustoxina marcada com tecnécio — 99m
F(ab’). marcada com tecnécio — 99m
tempo para se alcangar a concentragdo maxima
Universidade Federal de Minas Gerais
United States Pharmacopheia
ultravioleta

versus

qui-quadrado



SUMARIO

1 INTRODUGAO. ......coeetrereressraeseseiessssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssasssassssenssssssssassssssssens 19
2 OBUETIVOS.......oiiiiiris s sssass s s s sn s s s s ms e s aama s s e sam s s e an e e annnsnnns 25
2.1 Objetivo Geral.........ccoccmiiiiiiecier s as s s e mn e e 25
2.2 Objetivos ESPeCIfiCOS....cuuuiiiiimmiinims s s 25
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA.........oeeureeereseessesssessesessessesessesssssssssssesssasessssssseasases 26
3.1 ESCOrpiOes € SEUS VENENOS......cuuiiissmmrrrssssssssmmsssssssssssssnsssssssssnsssssssssssnnnssssssssssnnes 26
3.2 Envenenamento escorpionico e tratamento.........cccccecmiriciminicssnnnsssse s 29
3.3 Estudos de radiomarcacao de venenos € antiCorpos.........cccuurumrrrrssmmsrssssnnessans 38

3.4 Estudos farmacocinéticos e de biodistribuicao de venenos e antivenenos

L=E=T oo T g o o0 1 X 41
4 MATERIAL E METODOS.......ccouuimieraeessesesesssesesssessssssssssssssasssssssssssssssasssssssssssasssasases 49
4.1 Material.... ..o 49
L T Vo ] 1T 49
4.1.2 Veneno e Antiveneno para o Tityus serrulatus..............oeveiceeccmenrinisccnnnnnnn 49
T T B o 1= Vo 1= oo 50
R B0 T | (o= 50
4.1.5 EQUIPAMENTOS.....uuuuuueemmmmemnnnnrrnnrersrsnssssssssssssssssssssssmssss s s s e e s e ss s s s s s s s s s ssssnnsnnnnnnnns 51
i B8 1T o T Lo =3 51
4.2.1 Marcacao do antiveneno escorpionico com *™Tecnécio (**™Tc).....ccceererurnne. 51

4.2.2 Determinacdo da eficiencia de marcacio com *™Tc do antiveneno
LX=TeT ] ¢ o [0 o 1 { o 1 52
4.2.3 Purificacdo do antiveneno escorpiénico marcado com *™Tecnécio.............. 54
4.2.4 Avaliacao da estabilidade in vitro do antiveneno escorpionico marcado com



4.2.5 Verificacao da manutencao da atividade in vivo do antiveneno escorpionico
MArcado COM M TECNECIO....cuuueiuirccrcreserins s e e s s s e sas s s s s sas s s s srnsnsnas 55
4.2.6 Verificacao da manutencao da imunorreatividade in vitro do antiveneno
escorpionico marcado COmM P MTECNECIO.....cuuumererereec e ssssssssssss s s ssssssasasaeas 57
T2 B0 A =3 U= o) (o] =] 59
4.2.8 Biodistribuicao das fracoes especificas do soro antiescorpionico marcado
com *™Tecnécio em ratos de 21- 22 dias ap6és administracdo intravenosa (IV)....59

4.2.9 Analise estatistiCa.........ccccrrriiiiisniiinr e ———— 61
5 RESULTADOS........eiicicecrirismcrsssssme s rsssssesssssss e s s s smmn s e s ssmnssesssnnesessnnessessnnnnesnsnnnesssnns 62
5.1 Otimizacao das condicoes de marcacao do antiveneno escorpidonico com
R =YY 1T 1 SO 62
5.2 Perfil cromatografico de M TC-F(ah’)a.....ccourcmrermrermrmrnsnssccsesssssessssssssssssssssssssssans 64
5.3 Eficiéncia da filtraCa0.........cccrriremrrnirsmiinc s 67
5.4 Estabilidade in vitro do antiveneno escorpiénico marcado com #*™Tc............. 68
5.5 Manutencao da atividade in vivo do antiveneno escorpiénico marcado com
R 1Yo 11T 69
5.6 Teste in vitro da imunorreatividade da 2™ TC-F(ab’)a.....ocrcrcrererermrerusescsceenessesnas 70
L = 1Y o) (o] =TT R 72

5.8 Biodistribuicao das fracoes especificas do soro antiescorpidonico marcado
com *™Tecnécio em ratos de 21- 22 dias ap6és administracdo intravenosa (IV)....73

B DISCUSSAOD. .....eoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeessesessessasansaasessssnssnsaneesesseesnesnsesessessesessnsansessesnssnssnes 79

7 CONCLUSOES. .....coceeeeeeeeeeeeemeemeessesssssesmssnsesessssnssmsansesssssssnssnsessessssssssssnsennsssssnssnssnes 94

8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS......ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesessessasssmssssesssssasssessnssans 96



RESUMO

A freqliéncia com que ocorrem acidentes por escorpides em algumas regides do Brasil
constitui um problema de saude publica, principalmente em Minas Gerais e Sao Paulo.
A espécie Tityus serrulatus, o escorpiao amarelo, € considerada a mais venenosa da
América do Sul, devido a alta toxicidade do seu veneno, sendo acidentes com criancas
0s mais graves. A imunoterapia, considerada o Unico tratamento realmente especifico
para 0 envenenamento, tem sido vista por varios pesquisadores e estudiosos como
indispensavel, mas ineficiente para outros, principalmente em relacdo a prevencao e
bloqueio das manifestacdes cardiovasculares induzidas pelo veneno, que acometem
criangas. A tityustoxina, uma das proteinas mais téxicas do veneno do escorpidao T.
serrulatus, se distribuiu diferentemente no organismo de ratos adultos (150-160 dias) e
de ratos jovens (21-22 dias). Considerando-se a auséncia de informacdes sobre a
biodistribuicdo do antiveneno escorpidnico em animais jovens, efetuou-se a marcacao
do antiveneno produzido pela Fundacdo Ezequiel Dias (Funed) com %*™Tecnécio e
realizou-se estudos de biodistribuicdo do mesmo em ratos jovens (21-22 dias). A
marcacao foi feita empregando-se dois agentes redutores, o cloreto estanoso e o
borohidreto de sddio. A purificagdo do produto marcado foi feita por filtracado usando
membrana de éster de celulose. Foi obtido um rendimento de marcagdo com
¥MTecnécio de 98,32+0,69%, apds purificacdo. O rendimento de marcacdo
permaneceu constante apds incubagao com PBS pH 7,4 a 37°C por até 24 h, indicando
estabilidade do soro marcado por no minimo 24 h. A manutencdo da atividade do
antiveneno ap6s marcacéo com **™Tc foi verificada in vivo e in vitro. In vivo a poténcia
foi determinada e comparada com a do antiveneno ndo marcado. Ndo se observou
diferenca estatistica significativa entre as poténcias do antiveneno nado marcado (1,21
mg/mL) e marcado (1,12 mg/mL). In vitro, a manutencdo da imunorreatividade de %™ Tc-
F(ab’), foi verificada usando cromatografia de imunoafinidade, e esta apresentou
ligacdo especifica com o veneno. As condicbes de marcacdo nao promoveram
fragmentacao do anticorpo como demonstrado por eletroforese SDS-PAGE. O processo

de marcacéo foi eficiente e o antiveneno marcado com *"Tecnécio pdde ser utilizado



com seguranca nos estudos de biodistribuicdo. A captacdo do antiveneno escorpiénico
marcado com *™Tc nos 6rgdos de ratos de 21-22 dias foi maior no rim, seguido do
baco, figado, coracao, pulmao, tiredide e cérebro. Apesar de nao esperado, observou-
se captagao da fragao especifica pelo cérebro. As AUC ¢ . 24 dos rins e sangue foram
bem maiores e a do cérebro bem menor quando comparadas com as dos outros
orgaos. O unico érgao que apresentou valor de Kp maior que um foi o rim. Esses
resultados indicam que o antiveneno permanece mais tempo no sangue e que sua
eliminacao deve ser via renal. Foram verificadas diferencas quando foram comparados
os perfis de captacédo de F(ab’), antiescorpidnica e da tityustoxina nos mesmos érgaos
de animais jovens. A comparacdo dos valores de tmax € Kp para F(ab’). e para
tityustoxina mostrou que a F(ab’), antiescorpidnica se distribui mais lentamente para os
orgaos. Apds 24 horas de administracao da fracao especifica, esta ainda esta em fase
de decaimento, em contraposicdo com o veneno que ja foi quase completamente
eliminado. Verificou-se que F(ab’). se distribui do sangue para os 6rgaos alvos do
envenenamento, inclusive o cérebro, porém em quantidades e tempos diferentes do
veneno o que podera comprometer a eficacia da neutralizacdo dependendo da
concentracdo da fragcdo que se liga especificamente ao veneno e o tempo decorrido
apoés a picada.



ABSTRACT

The frequency that accidents with scorpions occur in some regions of Brazil constitutes
a problem of public health, mainly in Minas Gerais and Sao Paulo. The species Tityus
serrulatus, the yellow scorpion, is considered the most venomous of South America, due
to high toxicity of its venom, showing serious damage in accidents with children. The
immunotherapy, considered the only specific treatment for the envenomation, has been
considered for some researchers as indispensable, but inefficient for others in relation to
the prevention and blockade of venom-induced cardiovascular manifestations, mostly in
children. Due to the tityustoxin, the highest venom toxic protein of T. serrulatus, shows
different body distribution between adult rats (150-160 days-old) and young rats (21-22
days-old), and the absence of information about body distribution of the antivenom in
young animals, the antivenom produced by Fundacdo Ezequiel Dias (Funed) was
labeled with **™Technetium to study of body distribution in young rats (21-22 days-old).
The labeling was made using two reducing agents, the stannous chloride and sodium
borohydride. The purification was made by filtration using cellulose ester membrane. A
labeling yield of 98.32+0.69% was obtained after the purification. The labeling yield after
incubation with PBS pH 7.4 at 37 °C remained constant showing that stability of *™Tc-
F(ab’) » was preserved. The maintenance of the antivenom activity after labeling with
¥MTc was verified in vivo and in vitro. In vivo, the potency was determined and
compared with unlabeled antivenom. It was not observed any statistical difference
between potencies of unlabeled (1.21 mg/mL), and labeled (1.12 mg/mL) antivenom. In
vitro the immunoreactivity of **"Tc-F(ab’), was verified using affinity chromatograph.
9MTc-F(ab’), presented specific bound with venom. The process of labeling did not
cause protein fragmentation as demonstrated by SDS-PAGE electrophoresis. The
labeling process was efficient and the technetium—99m labeled scorpion antivenom
could be safely used for body distribution studies. The labeled scorpion antivenom in 21-
22 days-old rats reached a maximum uptake in kidneys, followed by spleen, liver, heart,
lung, thyroid and brain. The uptake of the specific fraction was unexpectedly observed in

brain. AUC (.24, were larger to kidneys and blood, and smaller to brain when compared



with other organs. Just kidneys showed value of Kp larger than one. These results
indicated that the antivenom stays more time in blood and has a renal elimination.
Differences were verified between profiles of uptake of F(ab'), and of the tityustoxin in
the same organs of young animals. The comparison of the tnax values and Kp for F(ab'),
and tityustoxin showed that F(ab'), is distributed slower for the organs than the
tityustoxin. The decline phase still is happening after 24 hours of specific fraction
administration, differently of the venom that was almost completely eliminated. In
conclusion, F(ab'). was distributed from the blood to target organs of the envenomation,
including the brain, however in different amounts and periods than the venom. It may
compromise the antivenom effectiveness, depending on the concentration of the fraction

that specifically binds to the venom and the time elapsed after the sting.



1 INTRODUCAO

Envenenamento escorpiénico é um problema de saude publica e se constitui como
uma ameacga real em muitas partes do mundo. Milhares de pessoas sado picadas
anualmente por escorpides em varias areas semi-aridas e aridas de paises em
desenvolvimento (AL-SADOON; JARRAR, 2003).

Sao relatados, no Brasil, casos de escorpionismo em quase todos os estados,
principalmente em Minas Gerais e Sao Paulo, onde os escorpides constituem problema
de saude publica. Os acidentes escorpiénicos em humanos podem variar amplamente
quanto a gravidade. Ha casos de morte e de seqlelas causadoras de incapacidade
temporaria para o trabalho e outras atividades habituais. Adultos sdo as vitimas mais
freqlentes de ferroadas de escorpides, mas a morbidade € maior entre as criangas e
idosos (SOARES; AZEVEDO; MARIA, 2002; TORRES et al., 2002).

Em 2003, o Brasil teve 6752 casos de acidentes por escorpidao com 19 6bitos (0,28% de
letalidade). A regido sudeste apresentou o segundo maior nimero de casos de
acidentes (1869 casos), perdendo somente para o nordeste, apresentando porém a
maior letalidade de todas as regides (0,43%) correspondendo a 8 6bitos. Dos 19 6bitos
ocorridos no Brasil em 2003, 17 foram de criangas na faixa etaria entre 01-14 anos. Os
8 Obitos ocorridos na regiao sudeste corresponderam também a faixa etaria 01-14 anos.
Belo Horizonte teve 905 casos em 2003 com 3 6bitos (SINITOX, 20083).

O acidente escorpidnico constitui um sério problema de saude publica no Municipio de
Belo Horizonte como um todo que, no dizer de Biicherl (1969) foi construido em um solo
“escorpionifero”. Além das caracteristicas ambientais proprias que favorecem o
aparecimento de escorpides, a incidéncia de casos em areas urbanas periféricas de
baixos niveis sdcio-econémicos e de saneamento € maior (SILVA, 1992; LOURENCO;
CUELLAR, 1995; SPIRANDELI-CRUZ et al., 1995).
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Segundo Dr. Délio Campolina (chefe do Servico de Toxicologia no Hospital de Pronto-
Socorro (HPS) Jodo XXIIl), sdo em média trés atendimentos por dia na Capital, ou
aproximadamente 1,1 mil atendimentos por ano, numeros considerados muito altos pelo
especialista (Hoje em Dia - 25/08/2005).

Entre os anos de 2002 a 2005, o Hospital de Pronto-Socorro (HPS) Jodo XXIII atendeu
4560 casos de envenenamento escorpidnico com ocorréncia de 11 ébitos. Dez ébitos
com criangas na faixa etaria de 2 a 7 anos. S6 no ano de 2005, foram registrados 1275
casos com ocorréncia de 3 o6bitos (Servico de Toxicologia do Hospital de Pronto-
Socorro (HPS) Joao XXIlI).

A espécie Tityus serrulatus, o escorpiao amarelo, € considerada a mais venenosa da
América do Sul, devido a alta toxicidade do seu veneno (TORRES et al., 2002). Na
regiao de Belo Horizonte é a espécie mais comum e € citada como o escorpidao que
melhor se adapta a vida domiciliar urbana, invadindo e colonizando os ambientes
modificados pelo homem (BUCHERL, 1969; SPIRANDELI-CRUZ et al., 1995;
LOURENGO et al., 1996; VONEICKSTEDT et al., 1996).

De acordo com o manual de diagnéstico e tratamento de acidentes por animais
peconhentos (FUNASA, 2001), os acidentes escorpibnicos podem ser inicialmente

classificados, com base nas manifestacdes clinicas, como:

a) Leves: apresentam apenas dor no local da picada e, as vezes, parestesias.

b) Moderados: caracterizam-se por dor intensa no local da picada e manifestacoes
sistémicas do tipo sudorese discreta, nauseas, vomitos ocasionais, taquicardia,
taquipnéia e hipertenséao leve.

c) Graves: além dos sinais e sintomas ja4 mencionados, apresentam uma ou mais
manifestacbes como sudorese profusa, vomitos incoerciveis, salivacdo excessiva,
alternancia de agitacdo com prostracao, bradicardia, insuficiéncia cardiaca, edema

pulmonar, choque, convulsdes e coma.
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A toxicidade maior do veneno, observada em criancas foi atribuida a um efeito peso—
dependente, ou seja, na crianca picada, cuja massa corporal € menor que a do adulto,
a concentracdo do veneno no sangue circulante seria maior (MAGALHAES, 1938;
REZENDE; CHAVEZ-OLORTEGUI; AMARAL, 1996; REZENDE; AMARAL; FREIRE-
MAIA, 1998).

Contudo, além da concentracao, outros fatores podem influenciar e modular de maneira
diferente o envenenamento em adultos e criancas. Entre estes, os ligados ao processo
de maturacao do organismo, que devem ser vistos com especial interesse. Sabe-se que
a crianca nao pode ser vista como um individuo em miniatura, ao contrario € um ser que
desenvolve progressivamente seu organismo e suas func¢des a fim de alcancar o estado
adulto (NUNAN, 2001).

Nesse sentido trabalhos publicados recentemente sobre a toxicidade, a farmacocinética
e a biodistribuicao da tityustoxina, fragdo mais téxica do veneno do escorpido Tityus
serrulatus quando injetada por via periférica (KALAPOTHAKIS; CHAVEZ-OLORTEGUI,

1997), revelaram diferencas em fung¢ao da idade de ratos utilizados.

Em trabalho de Nunan, Cardoso e Moraes-Santos (2001) utilizando ratos adultos e
desmamados, os valores de DLsy para o veneno do Tityus serrulatus variaram em
funcdo do processo de maturagdo do organismo, verificando-se que o efeito peso-
dependente ndo explica a letalidade maior do veneno para ratos desmamados, fato
também reportado por Clot-Faybesse et al. (2000) para camundongos utilizando a

toxina do veneno do escorpido Androctonus australis hector.

Foram observadas diferencas significativas em relacdo aos parametros
farmacocinéticos da tityustoxina entre os ratos adultos e desmamados. Nos ratos mais

jovens a toxina se distribuiu mais rapidamente para os tecidos (NUNAN et al., 2004).

Em estudos de biodistribuicao foi verificado, entre outros aspectos, a presenca de
pequenas quantidades de toxina marcada no cérebro de ratos de 21-22 dias, 0 que nao
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ocorreu nos ratos adultos. Neste caso é plausivel pensar que a toxina atravessaria a
barreira hematoencefdlica podendo desencadear os efeitos cardioencefélicos
caracteristicos de envenenamentos mais graves, predominantemente em criangas
(NUNAN et al., 2003).

O tratamento do envenenamento escorpidnico consiste na adocdo de trés tipos de
procedimentos: tratamento sintomatico, manutencdo das funcdes vitais e soroterapia
especifica (CAMPOS et al., 1980, AMITAI et al., 1985, FREIRE-MAIA; CAMPQOS, 1987,
1989, FREIRE-MAIA; CAMPOS; AMARAL, 1994, BUCARETCHI et al., 1995, AMARAL,;
REZENDE, 2000).

No caso de criancas picadas, estas devem permanecer em observacdo em ambiente
hospitalar e em casos graves devem ser transferidas para UTI (AMITAI et al., 1985,
SOFER; GUERON, 1988).

O tratamento sintomatico do envenenamento prevé, entre outros, o uso de
vasodilatadores, como hidralazina, prasozina, nifedipina e captopril; anticolinérgicos
(atropina); anticonvulsivantes como barbituratos e diazepam; antieméticos
(metoclopramida); antipiréticos, analgésicos, anestésicos locais e insulina
(BAWASKAR, H.; BAWASKAR, P., 1989; ISMAIL et al.,, 1992; GUIEU; KOPEYAN;
ROCHAT, 1993; ISMAIL, 1995; MURTHY, 2002; MURTHY et al., 2003).

A imunoterapia, considerada o Unico tratamento realmente especifico para o
envenenamento, tem sido vista indispensavel por alguns pesquisadores e estudiosos
(CAMPOS et al., 1980; AMITAI et al., 1985; FREIRE-MAIA; CAMPOS, 1987, 1989;
REZENDE et al.,, 1995; REZENDE; AMARAL; FREIRE-MAIA, 1998; REVELO et al.,
1996; KRIFI et al., 1999, 2005; AMARAL; REZENDE, 2000; GHALIM et al., 2000) mas
como ineficiente por outros, principalmente quanto a prevencao e bloqueio das
manifestacdes cardiovasculares induzidas pelos venenos escorpiénicos que acometem
principalmente criancas (GUERON; OVSYSHCHER, 1987; ISMAIL; ABD-ELSALAM,
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1988; GUERON et al., 1992; SOFER; SHAHAK; GUERON, 1994; BELGITH et al.,
1999).

Segundo o manual de diagnostico e tratamento de acidentes por animais peconhentos
(FUNASA, 2001), o tratamento com antiveneno especifico deve ser realizado, o0 mais
precocemente possivel, por via intravenosa (IV) e em dose adequada, de acordo com a
gravidade estimada do acidente. Em casos moderados duas a trés ampolas IV e em

casos graves de quatro a seis ampolas IV.

O uso bem sucedido de anticorpos especificos ou fragmentos para a neutralizacdo de
toxinas é baseado na capacidade do anticorpo sequestrar a toxina e isso depende
principalmente da afinidade do anticorpo e da dose. Dependendo do grau de
distribuicdo e do tipo da toxina no momento da administracdo do anticorpo, pode
ocorrer a redistribuicdo de moléculas de toxina de compartimentos mais profundos para
0 espaco vascular onde anticorpos estao circulando. Todos esses mecanismos de
imunoneutralizacdo contribuem para reverter a toxicidade e sao intimamente
dependentes das propriedades de ligacdo do anticorpo e das respectivas cinéticas do
anticorpo e toxina (PEPIN-COVATTA et al., 1996).

Entretanto, a controvérsia em relacdo a eficacia ou ndo do antiveneno tem sido
baseada em observacodes clinicas isoladas, influenciadas por fatores como poténcia do
antiveneno, dosagem, via de administracdo, disponibilidade, tipo de fragmento de
imunoglobulina utilizado para seu preparo, entre outros (ISMAIL, 1995). O problema é
agravado quando se verifica que antivenenos tém tendéncia a absorcao e distribuicao
lentas (ISMAIL et al., 1983; ISMAIL; ABD-ELSALAM; AL-AHAIDIB, 1998; ISMAIL; ABD-
ELSALAM, 1998) em dissonancia com os venenos (A. amoreuxi, L. quinquestriatus e
Tityus serrulatus) que apresentaram absorcdo e distribuicado rapidas (ISMAIL et al.,
1980, 1983, 1992; ISMAIL; ABD-ELSALAM; MURAD, 1990; NUNAN et al., 2004).

Antivenenos marcados com radioisétopos tém sido utilizados em estudos de
biodistribuicdo e farmacocinética. A maioria dos estudos foi realizada com antivenenos
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marcados com '?°| (ISMAIL et al., 1983; BAZIN-REDUREAU et al., 1998; ISMAIL; ABD-
ELSALAM; AL-AHAIDIB, 1998; ISMAIL; ABD-ELSALAM, 1998).

A marcacdo com *™Tecnécio parece ser mais vantajosa que com iodo radioativo. O

%MTc poderia evitar problemas de contaminagdo radioativa do ambiente

uso de
(sublimacéo do iodo) e do pesquisador (meia-vida longa) e também de diminuir a

possibilidade de perda de atividade biolégica ap6s marcagao (NUNAN, 2001).

Tecnécio-99m (*™Tc), um isétopo largamente disponivel, com emissdo de radiacédo
gama com energia de 140 keV (kilo elétron-Volts) e meia-vida curta de 6 h, tem sido o
radionuclideo mais utilizado em procedimentos clinicos de medicina nuclear e também
em pesquisas basicas (DINIZ et al., 1999; ARAUJO et al., 2002; NUNAN; CARDOSO;
MORAES-SANTOS, 2002).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de inferir sobre a eficacia do
antiveneno escorpiénico (fracao F(ab’).) em criangcas, comparando os resultados
obtidos em estudos de biodistribuicio do antiveneno com estudos semelhante
realizados para o veneno, representado pela tityustoxina, em animais jovens (ratos de
21-22 dias).

Para realizar o estudo de biodistribuicdo do antiveneno escorpibnico, utilizou-se o

tecnécio - 99m como radiotragador.

2.2 Objetivos Especificos

» Estabelecer as condi¢cdes de marcacdo do antiveneno escorpiénico com tecnécio-

99m.

» Avaliar se o antiveneno antiescorpidnico marcado com tecnécio-99m poderia ser

utilizado com seguranca nos estudos de biodistribuicéo.

» Realizar os estudos de biodistribuicdo do antiveneno marcado com tecnécio-99m em

ratos jovens.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Escorpioes e seus venenos

Escorpides sao invertebrados venenosos encontrados desde desertos até florestas
tropicais, incluindo todas zonas de vegetacdo intermediarias, em altitudes tao altas
quanto 5500 m nos Andes, e em cavernas tdo profundas quanto 800 m. Eles podem
viver dentro ou fora das casas e encontram-se embaixo de pedras, madeiras ou lixo, em
fendas no ch&o ou paredes, sob a madeira ou folhas de palmeira dos telhados e dentro
dos domicilios, em sapatos e roupas mantidas em armarios (LOURENCO et al., 1996).

Sao animais comumente implicados em envenenamentos humanos na América, Asia e
Africa. Entretanto, a picada de poucas espécies pode produzir envenenamento grave:
somente cerca de 25 das quase 1500 espécies descritas no mundo sao perigosas para
humanos (ROODT et al., 2003).

Espécies capazes de infligir picadas fatais ocorrem no Norte da Africa e no Oriente
Médio (géneros Androctonus, Buthus e Leiurus); Africa do Sul (género Parabuthus);
india (Mesobuthus tamulus); América do Norte, Central e Sul (Tityus e Centruroides)
(LOURENGO; CUELLAR, 1995; THEAKSTON; WARRELL; GRIFFITHS, 2003).

Os escorpides de importancia sanitaria na América pertencem a familia Buthidae, a qual
€ representada pelo género Centruroides na América do Norte e pelo género Tityus na
América do Sul (ROODT et al., 2003).

No Brasil, trés espécies de escorpiao do género Tityus tém sido responsabilizadas por
acidentes humanos: Tityus serrulatus (escorpido amarelo), Tityus bahiensis (escorpiao
marrom) e Tityus stigmurus. O Tityus serrulatus é encontrado na regido Sudeste,
Parana, sul de Goias, e Bahia; o Tityus bahiensis ocorre nas regides Sul e Sudeste, sul
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de Minas Gerais; e o Tityus stigmurus predomina no Nordeste. O T. serrulatus é
responsavel pela maioria dos casos mais graves (TORRES et al., 2002).

Em Belo Horizonte, cidade considerada como construida sobre solo “escorpionifero” , a
ocorréncia de T. serrulatus e os acidentes por ele provocados representam uma
situagdo preocupante. A ocorréncia tem sido relacionada a fatores inerentes ao solo,
como areas de pedreiras, barrancos, marmorarias e também a construcées antigas,
serrarias e olarias (BUCHERL, 1969).

Venenos escorpidnicos sdo secrecdes compostas de proteinas e peptideos de baixo
peso molecular os quais exercem seus efeitos em canais ibnicos voltagem-
dependentes (Na*, K*, Ca*™, CI’), causando um aumento na excitabilidade celular e
liberacdo de neurotransmissores (catecolaminas e acetilcolina) na terminacdo pés-
ganglionar simpatica e parassimpatica. Esses neurotransmissores, atuando em
diferentes setores do organismo, sdo responsaveis pela maior parte dos sintomas e
sinais clinicos, observados nos pacientes, sendo muito variados e mutaveis. O quadro
clinico estabelecido vai depender da predominancia dos efeitos ora colinérgicos ora
adrenérgicos (HERING; AZEVEDO-MARQUES; CUPO, 1992; GUERON et al., 1993;
CUPO et al., 1994; ISMAIL, 1995; CUPO; AZEVEDO-MARQUES; HERING, 2003).

A composicao das toxinas e poténcia do veneno sao diferentes de espécie para
espécie. Diferencas dentro da mesma espécie concernentes ao conteudo protéico e
toxicidade dos venenos tem também sido descritas. As diferencas podem ser
observadas em diferentes venenos individuais coletados de diferentes espécimes ao
mesmo tempo e também no veneno do mesmo espécime seguindo extracdes multiplas
durante o tempo (KALAPOTHAKIS; CHAVEZ-OLORTEGUI, 1997).

As toxinas escorpidnicas podem ser de cadeias longas contendo 60-70 residuos de
aminoécidos e quatro ligacoes dissulfeto. Neste caso, seus alvos sdo os canais de Na*
voltagem dependentes do tecido nervoso e células musculares excitaveis

(CATTERALL, 1979). Se retardarem a inativagdo dos canais de sodio sdo denominadas
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de alfa toxinas (CATTERALL, 1979, 1986; JOVER; COURAUD; ROCHAT, 1980;
JOVER et al., 1980). As toxinas do tipo beta ativam esses canais (COURAUD et al.,
1982).

Em 1966, Gomez e Diniz, fracionaram o veneno de Tityus serrulatus obtendo quatro
fracOes: duas nao toxicas (P1 e P2) e duas téxicas (T1 e Ty). A fracdo T, apresentou
toxicidade maior que T e quando purificada originou uma fracdo eletroforeticamente
homogénea em papel de acetato de celulose. Esta fracdo ativa foi denominada de
tityustoxina (TsTX).

A TsTX foi caracterizada por Coutinho-Netto (1975) como uma proteina basica com
ponto isoelétrico de 8,25 contendo 61 residuos de aminoacidos (N-terminal: lisina)
estabilizada por quatro ligacbes dissulfeto e peso molecular de aproximadamente 7.000
daltons.

Em estudo subsequente, Toledo e Neves (1976) isolaram e purificaram duas toxinas a
partir da fragdo T, de Gomez e Diniz (1966): TsTX-l e TsTX-ll. Segundo Sampaio,
Laure e Giglio (1983) e Arantes et al. (1989), Toledo e Neves (1976) obtiveram duas

novas toxinas.

Atualmente sabe-se que TsTX-Il corresponde a toxina gama e que TsTX-l é uma das

toxinas que compde a fracao T, de Gomez e Diniz (1966).

Porém, a tityustoxina (TsTX) parece ser a mais téxica visto pelos resultados de Gomez
e Diniz (1966), Martin-Eauclaire et al. (1994) e Kalapothakis e Chavez-Olértegui (1997).
A situacao pode se inverter se injecdes intracerebrais forem utilizadas, ja que beta
toxinas, como a gama, induzem efeito mais pronunciado por esta via em camundongos
(KALAPOTHAKIS; CHAVEZ-OLORTEGUI, 1997).

As toxinas escorpibnicas apresentam polimorfismo estrutural e antigénico. A

comparagédo de homologias de sequéncias de neurotoxinas permitiu uma classificacéo
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em cinco grupos estruturais (ROCHAT; BERNARD; COURAUD, 1979). Esta
classificacdo estd de acordo com a classificagdo imunoldgica que é baseada na

auséncia de antigenicidade cruzada entre as toxinas pertencentes a grupos diferentes.

Em trabalho de De Lima et al. (1993), as propriedades antigénicas de toxinas do tipo
alfa e beta purificadas do veneno do Tityus serrulatus foram analisadas por
radioimunoensaio, usando anticorpos de coelho contra Ts VII (toxina gama), a principal
toxina do tipo beta presente no veneno, e contra Ts IV (tityustoxina), uma toxina do tipo
alfa. O soro anti-Ts VIl ndo reconheceu nenhuma outra toxina do tipo beta (Ts | e Ts Il)
ou a toxina do tipo alfa Ts IV. O soro anti-Ts IV ndo se ligou a nenhuma das trés beta
toxinas (Ts I, Ts Il e Ts VIl), parecendo existir pelo menos trés grupos antigénicos

diferentes no veneno do Tityus serrulatus.

O polimorfismo estrutural das toxinas escorpibnicas nao afeta seus efeitos
farmacolégicos. Ao curso da evolucdo, o sitio farmacolégico destas proteinas foram
relativamente bem conservados, ao contrario dos determinantes antigénicos que estao

localizados dentro das regides cuja sequéncia é variavel (DE LIMA, 1988).

3.2 Envenenamento escorpidnico e tratamento

Os sinais e sintomas observados apés o envenenamento escorpidnico, o diagndstico e
tratamento e 0 mecanismo de acao do veneno e de toxinas escorpibnicas foram objeto
de estudo de inumeros pesquisadores, principalmente apds ter sido verificada a
semelhangca da sindrome escorpidnica independente do escorpido causador do
acidente, sugerindo mecanismo de acdo comum (ISMAIL, 1995).

A sindrome escorpibnica € complexa e apresenta sinais locais, sintomas
cardiovasculares, gastrointestinais e neuromusculares (HERING; AZEVEDO-
MARQUES; CUPO, 1992).
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As manifestagdes no local da picada sdo muito significativas: dor intensa em todos os
casos e, as vezes, parestesia (dorméncia) no membro acometido. Os sintomas gerais
se iniciam com vOmitos, sudorese, nauseas, dor abdominal, diarréia e taquicardia,
podendo evoluir com bradicardia, insuficiéncia cardiaca, edema agudo dos pulmbes e
choque, bem como sinais e sintomas neurologicos: agitagdo, sonoléncia, confuséo

mental, convulsdes e coma (FUNASA, 2001).

Para efeitos de classificacdo quanto a gravidade, as manifestagdes sao divididas em
locais e sistémicas, que vao definir o escorpionismo como leve, moderado ou grave. As
manifestacbes locais sdo caracterizadas principalmente por dor local, que ocorre
praticamente em todos os pacientes, que é de intensidade variavel, até insuportavel,
sendo o motivo maior da busca rapida de atendimento médico. Freqlentemente ha
parestesias. O ponto de inoculagdo do veneno pode nao ser visivel, entretanto podem
ser encontrados halo eritematoso e edema discretos, sudorese e piloerecdo. Nos
envenenamentos mais graves, a dor € mascarada pelas manifestacoes sistémicas,
surgindo apods melhora das condicbes gerais do paciente. Nas manifestacoes
sistémicas, a liberacdo de acetilcolina causa aumento das secrecoes das glandulas
lacrimais, nasais, sudoriparas, da mucosa gastrica e do péancreas, provocando
lacrimejamento, rinorréia, sudorese e voémitos. Podem ser observados tremores,
espasmos musculares, miose, bradicardia, hipotensao, priapismo e hipotermia. Como
consequéncia da liberacdo de catecolaminas, pode haver midriase, arritmias
respiratérias e cardiacas, taquicardia, hipertensdo arterial, podendo evoluir para
faléncia cardiocirculatéria e edema agudo. Cefaléia e convulsbes causadas por
encefalopatia hipertensiva, e hemiplegias, relacionadas com infarto cerebral, tém sido
descritas mais raramente (CUPO; AZEVEDO-MARQUES; HERING, 2003).

Conseqguentemente, envenenamento escorpibnico sistémico caracterizado por
manifestacbes cardiovasculares, pulmonar, e neurolbégicas, podem ameacgar a vida,
particularmente em criancas menores que 11 anos de idade, devido a complicagdes tais
como, disfuncdo do miocardio, choque, sindrome da insuficiéncia aguda respiratoria,

edema pulmonar ou encefalopatia hipertensiva com edema cerebral (HERING;
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AZEVEDO-MARQUES; CUPO, 1992; GUERON et al., 1993; CUPO et al., 1994;
ISMAIL, 1995; CUPO; AZEVEDO-MARQUES; HERING, 2003). Criancas e pessoas
idosas sdo mais susceptiveis e, em geral, as que sofrem alguma condi¢ao de risco, tais
como diabetes, hipertensdo ou doenca cardiaca (FREIRE-MAIA; CAMPOS; AMARAL,
1994).

Estudos epidemiolégicos, como o realizado por Otero et al. (2004) na Colébmbia,
demonstram que envenenamento moderado € grave ao contrario do leve, é mais
freqUente em criangas do que em adultos. Entre os anos de 1994 e 1998 no sudoeste
do Marrocos, foram relatadas 35 mortes (3,84% dos
casos estudados) devido ao envenenamento escorpiénico (TOULOUN; SLIMANI;
BOUMEZZOUGH, 2001). As mortes aconteceram com individuos de 2 a 17 anos de
idade sendo que 82,86% tinham menos que 15 anos, e 42% menos que 5 anos de
idade. Na Arabia Saudita durante 5 anos de estudo, relatou-se 72.678 picadas por
escorpiao com uma morte. A vitima foi um garoto de 12 anos de idade que morreu de
edema pulmonar, neurotoxicidade severa, hematémese, e insuficiéncia circulatéria (AL-
SADOON; JARRAR, 2003).

O tratamento visa neutralizar o mais rapido possivel a toxina circulante, combater os
sintomas do envenenamento e dar suporte as condigdes vitais do paciente (CUPO;
AZEVEDO-MARQUES; HERING, 2003). O tratamento sintomatico consiste no combate
a dor utilizando analgésicos e/ou anestésicos sem vasoconstritor. Nos casos de vomitos
profusos, além da hidratacdo parenteral, pode-se se utilizar bromopride ou
metoclopramida intravenosa. O combate a dor, como medida Unica adotada, é
geralmente suficiente para todos os casos leves e, em adultos, para a maioria dos
acidentes moderados. Todos o0s casos graves de escorpionismo devem ser
monitorizados continuamente quanto a freqUéncia cardiaca e respiratoria, pressao
arterial, oxigenacao, equilibrio acido-base e estado de hidratagdo. Tracado
eletrocardiogréafico, continuo ou de forma seriada, € necessario para deteccao de
arritmias e outras alterac6es cardiacas. O tratamento farmacolégico dos casos graves,
com bloqueadores adrenérgicos e colinérgicos, € bastante controvertido nos acidentes
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humanos devido a grande instabilidade do paciente, com mudancas rapidas nas
manifestacdes clinicas, predominando ora os efeitos adrenérgicos ora os efeitos
colinérgicos. O progndéstico geralmente € bom, principalmente nos casos leves e
moderados. Nos casos graves, as primeiras 24 h sao criticas, periodo no qual podem
surgir as temidas complicagdes cardiocirculatérias e pulmonares, que podem levar o
paciente a morte (FUNASA, 2001; CUPO; AZEVEDO-MARQUES; HERING, 2003).

O soro antiescorpidnico é indicado para os casos de acidente por picada de escorpido,
de acordo com a gravidade da sintomatologia apresentada pela pessoa acidentada. As
criangas com menos de sete anos e pessoas idosas devem ser rigorosamente
observadas, durante seis a 12 horas. No caso do aparecimento de sinais e sintomas
(mesmo leves) administra-se o soro antiescorpidnico. As criangas com idade entre sete
e 14 anos também devem ser observadas durante seis horas, no minimo. Os acidentes
em adultos jovens raramente apresentam gravidade. O sintoma se limita a dor local,
nao havendo necessidade de tratamento especifico com o soro. Nesses casos usam-se
apenas analgésicos. Na falta do soro antiescorpiénico usa-se o soro antiaracnidico. O
soro antiaracnidico € um soro polivalente porque neutraliza o veneno das aranhas dos
géneros Phoneutria, Loxosceles e Lycosa, bem como dos escorpides do género Tityus.
A gravidade do quadro j& se manifesta dentro da primeira ou da segunda hora ap6s o
acidente. A dose é a mesma para criancas e adultos (FUNASA, 2001; CUPO;
AZEVEDO-MARQUES; HERING, 2003).

Os soros empregados em tratamentos podem ser de origem homologa ou heterdloga.
Os de origem homologa sao obtidos a partir de doador da mesma espécie do receptor.
Os de origem heteréloga sao obtidos a partir de doador de espécie diferente do
receptor. No caso dos soros heterélogos, as imunoglobulinas sdo obtidas a partir do
sangue de animais cujo organismo foi previamente estimulado com antigenos. Estes
sao constituidos por pequenas quantidades de toxinas (ou de toxinas modificadas,
denominados toxdides) ou de venenos. As antitoxinas, os soros contra infecgdes por
agentes infecciosos e os antivenenos constituem os soros heter6logos ou simplesmente
soros (FUNASA, 2001).
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No Brasil, cavalos sdo os animais de escolha para a produgédo de soros, devido a sua
consideravel capacidade de producédo de plasma e resposta imune apropriada. Para
obtencdo do produto final sdo realizadas concentracédo e purificacdo dos anticorpos, a
partir do plasma equlino. O método de purificacdo mais comumente utilizado para a
producdo do soro heterblogo imune é a purificacdo da fragdo gama do soro por
precipitacdo com sulfato de aménio. Digestdo enzimatica com pepsina produz o
fragmento F(ab’), a partir da 19G, o que diminui a freqiéncia das reagdes adversas
causadas pelo soro heterélogo no receptor. Este procedimento permite a producao de
um soro relativamente puro, o qual mantém suas propriedades neutralizantes (AYRES;
BARRAVIERA, 1999; FUNASA, 2001).

Auséncia ou baixa incidéncia de reacdes adversas (1,7-8,0%) tém sido relatadas para
soros antiescorpiénicos compostos por F(ab’). e Fab. Isto pode estar relacionado ao
baixo teor de proteinas e auséncia do fragmento Fc nestes produtos, como bem o efeito
protetor da liberacdo macica de catecolaminas induzida pelo veneno escorpidnico
(FREIRE-MAIA; CAMPOS; AMARAL, 1994; ISMAIL, 1994; OSNAYA-ROMERO et al.,
2001).

Estudo histopatolégico e enzimatico apdés envenenamento experimental em
camundongos pelo veneno do escorpido Androctonus australis hector mostrou
alteracées no figado, coracdo, pulmbées e rins. O figado apresentou mudancas
degenerativas, onde a maioria dos hepatdcitos estava aumentada e necrética e os
nucleos estavam irregulares. O miocardio mostrou miocitélise com edema intersticial e
hemorragia. Nos pulmdes, foram relatados hemorragia e espessamento do septo inter-
alveolar. A estrutura dos glomérulos e tubulos renais estava desorganizada. As
atividades das enzimas transaminases, fosfatase alcalina, creatino quinase e lactato
desidrogenase estavam significativamente aumentadas no plasma e diminuidas nos
orgaos, apos envenenamento. Neutralizacdo por antiveneno (fragmento F(ab’).),
administrado 30 minutos apds o envenenamento, levou a uma normalizacdo das taxas

enzimaticas, além de uma restauracdo total das estruturas teciduais do coracédo e
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figado e restauracdo parcial dos pulmdes e rins (BESSALEM; HAMMOUDI-TRIKI;
LARABA-DJEBARI, 2003).

A administracdo de antiveneno escorpiénico espécie-especifico em cachorros e coelhos
envenenados experimentalmente por injecdo subcutanea do veneno de Mesobuthus
tamulus concanesis resultou em reversao de mudancas eletrocardiograficas e reducao
dos niveis séricos de enzimas cardiacas (MURTHY; ZARE; HAGHNAZARI, 1999).

Varios estudos foram realizados para avaliar mais claramente o papel do antiveneno
escorpibnico em pacientes vitimas de acidentes. Na Arabia Saudita, Ismail (1995)
analisou mais de 24.000 casos de envenenamento e a razao total de mortalidade foi
reduzida de 4-6% para menos que 0,05% quando foi empregado antiveneno, em adicao
a cuidados ativos de suporte. Gajre e Dammas (1999) avaliaram durante um periodo de
cinco anos (1991-1995) criancas envenenadas por escorpidao e relataram que as
criangas sintomaticas que receberam antiveneno tiveram poucas complicagées, menor
permanéncia no hospital, além de nenhuma morte quando comparadas com o grupo
sintomatico que nado recebeu antiveneno. Beneficio terapéutico significante também foi
demonstrado em termos de permanéncia hospitalar em resposta ao antiveneno
espécie-especifico por Bergman (1997) num estudo clinico e epidemiolégico de
escorpionismo por Parabuthus transvaalicus conduzido na Africa do Sul com 17

pacientes com envenenamento grave.

Krifi et al. (1999) realizaram medida da concentracdo do veneno no sangue por ELISA
antes e até 6 horas ap0s a terapia com antiveneno na Tunisia em criangas com até 15
anos de idade que apresentavam envenenamento escorpiénico moderado ou grave. A
administracdo IM do antiveneno ndo mostrou significantes efeitos na curva
toxicocinética do veneno e no tempo de recuperacdo dos pacientes. Entretanto, a
mesma quantidade de antiveneno, administrado IV, removeu rapidamente do sangue
toxinas livres do veneno, além de encurtar significantemente o tempo de recuperacao

dos pacientes.
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Ensaios de ELISA para deteccdo de antigenos do veneno e anticorpos de equinos
contra o veneno do Tityus serrulatus foram também realizados por Rezende et al.
(1995) antes e apés 1, 6, 12 e 24 horas da terapia com antiveneno por via IV em 18
pacientes com manifestacées sistémicas apds picada do escorpido T. serrulatus. Niveis
aumentados de antigenos do veneno circulante foram detectados nos pacientes antes
da terapia, mas nao mais detectados 1 hora apds o uso do antiveneno. A evolugédo das
manifestagdes clinicas e laboratoriais do envenenamento mostrou que vémito e dor
local diminuiram dentro de 1 hora e hiperglicemia nao foi mais detectada 12 horas ap6s
a terapia com antiveneno. As manifestacdes cardiorespiratérias desapareceram 6-24
horas apdés a administracdo do antiveneno e todos pacientes recuperaram

completamente.

Os estudos que demonstraram beneficios com o uso do antiveneno enfatizam a
necessidade do uso rapido do antiveneno (dentro de 2 horas) e também apontam para
a importancia da administracao por via IV, e ndo IM ou SC do antiveneno, bem como a
necessidade de doses muito altas (ISMAIL, 1995; REZENDE et al., 1995; KRIFI et al.,
1999). Em 1985, Amitai et al. verificaram correlacdo entre gravidade do acidente e o
tempo decorrido entre a picada do escorpidao e o inicio do tratamento em criancas
picadas pelos escorpides Buthus quinquestriatus e Buthus judaicus.

Em 1995, Bucaretchi et al. publicaram os resultados de um estudo clinico comparativo,
envolvendo criancas de até 15 anos picadas pelo Tityus serrulatus ou Tityus bahiensis,
gue apresentaram quadro grave de envenenamento. O envenenamento grave causado
pelo Tityus serrulatus foi 26,2 vezes mais freqlente que o do Tityus bahiensis. Todos 0s
pacientes foram tratados com antiveneno especifico via IV sem nenhuma medicacao
prévia no intervalo de tempo de 45 minutos a 5 h apés o acidente. Todos os parametros
laboratoriais como glicemia, potassemia e contagem de leucdcitos tenderam a retornar
aos valores normais dentro de 6 a 18 h apds o acidente. Uma crianca de dois anos
morreu 65 h apds o acidente, ela tinha recebido antiveneno 90 minutos apés a picada.
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Outros estudos também demonstraram que o antiveneno escorpiénico foi administrado
sem sucesso em alguns casos de criancas envenenadas. Duas garotas (6 e 10 anos de
idade) e uma garota de 16 meses de idade que receberam cuidados médicos e
antiveneno varias horas apds a picada pelo escorpidao Tityus trivittatus na Argentina
(ROODT et al., 2003) e em quatro criangas quando foi administrado dentro de 1,5 h
apds picada por escorpido em area rural da india, onde o antiveneno néo preveniu o
desenvolvimento de manifestagdes cardiacas graves, sendo que duas dessas criancas
morreram de massivo edema pulmonar (BAWASKAR, H.; BAWASKAR P., 2003).

Estudo clinico realizado por Belghith et al. (1999) avaliou a eficacia do antiveneno
escorpibnico comparando-se um grupo de pacientes que receberam altas doses de
hidrocortisona e antiveneno escorpiénico com outro grupo que recebeu somente altas
doses de hidrocortisona apds envenenamento escorpidnico. Os dois grupos néao

apresentaram diferencas no curso clinico do envenenamento.

Abdoon et al. (2006) demonstraram em camundongos injetados com veneno do
escorpiao Leiurus quinquestriatus quinquestriatus que inibidores de diferentes passos
do processo inflamatério exerceram papel importante prolongando o tempo de

sobrevivéncia, bem como aumentando a porcentagem de animais sobreviventes.

Uma variedade de sintomas do SNC foi descrita no escorpionismo humano, incluindo
irritabilidade, desmaios focais e generalizados, hemiplegia, hipertermia e hipotermia e
coma (EFRATI, 1978, ELITSUR et al., 1984, SOFER; GUERON, 1988, ISMAIL; ABD-
ELSALAM; MURAD, 1990). Poucos estudos foram publicados descrevendo alteracoes
anatébmicas no SNC, em casos fatais, incluindo congestdo cerebral, hemorragias e
trombose cerebrovascular (REDDY et al., 1972, SOFER; GUERON, 1988). Porém,
nenhum estudo explica os distarbios do SNC observados nos envenenamentos
escorpibnicos. Segundo Ismail (1995) é dificil acreditar que os efeitos sobre o SNC
sejam devidos a acgao periférica do veneno, ja que a maioria desses efeitos ocorre
varias horas ap6s a picada, em um momento em que, grande parte do veneno e das

substancias autofarmacolégicas, por ele liberadas, ja foram provavelmente eliminadas.
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Existe a possibilidade de o veneno atravessar a barreira hematoencefalica em criancgas,
em consequéncia da barreira ndo estar totalmente desenvolvida como observado para

tetraciclinas, analgésicos narcéticos, anestésicos gerais (DONE, 1964).

Ferndndez-Bouzas et al. (2000) relataram dois casos de criancas (uma garota de 8
anos e um garoto de 7 anos de idade) que apresentaram complicacées neuroldgicas
graves, sugerindo infarto cerebral, ap6s terem sido picadas por escorpiao no México.
Antiveneno escorpidnico foi administrado nos dois casos, sendo que no garoto duas
horas ap6s o acidente juntamente com diazepam. Dois casos pediatricos com a
associagcdo de envenenamento por picada de escorpido (Centruroides limpidus
limpidus) e edema cerebral também foram relatados por Romero e Hernandez (2005). A
primeira paciente (3 anos de idade) foi atendida 11 horas apds o acidente, enquanto no
segundo caso (6 anos de idade), embora a paciente tivesse sintomatologia sistémica, a
criancga foi atendida 30 minutos ap6s o acidente. Ambas pacientes apresentaram dados
de intoxicacdo grave. Tratamento sintomatico foi administrado. Também foi
administrado tratamento especifico com antiveneno. O primeiro caso progrediu para um
resultado fatal e o outro caso desenvolveu edema cerebral moderado com uma

evolucao satisfatoria.

Estudos de distribuicao tecidual de venenos escorpidnicos realizados até o momento,
em animais adultos, mostraram que a captagdo cerebral é insignificante e que
provavelmente, nesses animais, o veneno ndo atravessa a barreira hematoencefalica.
Porém, Clot-Faybesse et al. (2000) demonstraram que em camundongos mais jovens (3
e 7 dias) a toxina do veneno do Androctonus australis atravessou a barreira
hematoencefalica. Pequena quantidade da toxina foi detectada no cérebro dos

neonatos, mas nao no dos adultos.

Nunan et al. (2003) verificaram em estudo de biodistribuicdo por via subcutanea
utilizando ratos adultos e de 21-22 dias, presenca de pequena quantidade de *™Tc-
TsTX no cérebro dos mais jovens, indicando a possibilidade da toxina atravessar a

barreira hematoencefélica.
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Mesquita, Moraes-Santos e Moraes (2003) verificaram que pequena quantidade de
TsTX injetada diretamente no Sistema Nervoso Central de ratos adultos € capaz de
produzir sintomas de envenenamento escorpibnico severo (ex: edema pulmonar e
arritmias cardiacas). Este trabalho levanta a hipotese do cérebro, ao invés de outros
orgaos, ser a chave para explicar o pior prognéstico de criancas e idosos apds
acidentes escorpibnicos. De fato, um agente neuroprotetor tem se mostrado capaz de
bloquear completamente o edema pulmonar induzido pela injecao no SNC da TsTX em
ratos adultos (MESQUITA; MORAES-SANTOS; MORAES, 2002).

Sandoval e Dorce (1993) verificaram a influéncia da idade e sexo sobre a toxicidade do
veneno do Tityus serrulatus, utilizando a via IV e ratos adultos (dois ou trés meses) e
desmamados (sem definicdo exata da idade). Os autores ndo encontraram diferenca
entre machos e fémeas quanto a indugcdo de edema pulmonar pelo veneno e nao
observaram diferenca na letalidade do veneno para adultos e desmamados. Os autores
argumentaram a favor do efeito peso-dependente do veneno em criangas. Em 1994,
Queiroz et al. demonstraram que a liberacdo de acetilcolina em fatias de cortex
cerebral, induzida pela tityustoxina € idade-dependente, utilizando ratos de 2, 12 e 23
meses; verificaram que a liberagdo de acetilcolina foi reduzida em 60% nos animais
mais velhos (23 meses) sugerindo que a idade reduz a resposta dos terminais nervosos

cortico-cerebrais a estimulagao pela tityustoxina.

3.3 Estudos de radiomarcacao de venenos e anticorpos

Radiofarmacos sao utilizados em medicina nuclear com fins diagnosticos e
terapéuticos. Como a distribuicdo dos radiofarmacos in vivo € determinada por
caracteristicas fisiol6gicas do organismo, eles podem fornecer importantes informacdes
a respeito do seu funcionamento de uma maneira ndo invasiva. Além do *"Tc ter

proporcionado um grande avanc¢o nos métodos de diagnéstico, ele tem sido largamente
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empregado em linhas de pesquisa, tais como na marcacdo de anticorpos e proteinas
(PAUWELS et al., 1993).

H& dois métodos gerais para marcacgao de um anticorpo com **"Tc. No método direto, o

¥MTc e no método indireto um agente quelante

anticorpo reduzido reage com
bifuncional é usado para conjugar o anticorpo ao *™Tc (SALOUTI et al., 2006).
Marcacao direta é conseguida apoés fraca reducao das moléculas do anticorpo, criando
grupos sulfidrilas de alta afinidade pela quebra das ligagdes S-S de residuos de cistina
das cadeias leve e pesada (SAPIENZA et al., 2002). A vantagem de um método de
marcacao direto, € sua simplicidade experimental e seu potencial desenvolvimento em

um formato de kit (PAUWELS et al., 1993).

Antivenenos e toxinas escorpibnicas marcadas tém sido usadas em estudos
farmacocinéticos e de distribuicdo tecidual. Os estudos foram feitos, na sua maioria,
com antivenenos, venenos ou toxinas marcadas com %l (CATTERALL, 1980; ISMAIL
et al.,, 1983; VALDIVIA et al.,, 1994; ISMAIL, 1995; ISMAIL; ABD-ELSALAM, 1998;
BAZIN-REDUREAU et al., 1998). O *™Tc pode substituir 0 iodo com a vantagem de
manuseio seguro, o uso de *™Tc poderia evitar problemas de contaminagéo radioativa
do ambiente (sublimacdo do iodo) e do pesquisador (meia-vida longa), além de
disponibilidade em maior extensao. *™Tc tem uma meia-vida curta (T2 = 6 h), emissdo
de radiacdo gama, energia de radiacao de 140 keV. Devido a essas caracteristicas, tem
sido selecionado como radiomarcador em varios estudos experimentais (DEWANJEE,
1990; DINIZ et al., 1999; ARAUJO et al, 2002; NUNAN; CARDOSO; MORAES-
SANTQOS, 2002).

Numerosos métodos tém sido reportados na ultima década para a radiomarcacao de
proteinas em geral e anticorpos em particular com *™Tc ambos diretamente (sem a
prévia ligacao de um quelante exdgeno) e indiretamente (apds ligacdo de um quelante
ex6geno). Um dos métodos diretos, emprega altas concentracdes de ion estanoso para
reduzir grupos dissulfeto para grupos sulfidrila para subsequente ligacdo de *™Tc
(RHODES et al.,, 1986) e tem sido bastante utilizado para radiomarcar anticorpos
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antitumor para imagem clinica. Entretanto, esses métodos diretos foram considerados
como geradores de um anticorpo marcado instdvel para a dissociacdo do
¥Mpertecnetato e para a formagdo de ®™Tc-coldides (MARDIROSSIAN et al., 1992).

Pauwels et al. (1993) desenvolveram um método direto de marcacao de proteinas com
o tecnécio-99m. Este método utiliza o borohidreto e o cloreto estanoso como agentes
redutores. Uma das finalidades destes experimentos foi padronizar um método para a
marcacao de imunoglobulinas policlonais humanas. Este método demonstrou ser
confiavel e reprodutivel. Os experimentos in vitro e in vivo mostraram que a atividade

bioldgica das proteinas foi mantida.

F(ab’); anti-hepatoma, monoclonal, foi marcado com *™Tc pelo método direto via
reducao pelo ion estanoso. Estudos in vitro demonstraram que o fragmento
radiomarcado reteve sua imunorreatividade. Estudos desafio indicaram que **™Tc-
F(ab’). € mais estavel em EDTA que em L-cisteina. Eficiéncia de marcacao de 2% no
experimento controle usando F(ab’),  ndo reduzida, indicou que nao ha troca com sitios
de baixa afinidade e também demostra que a redugédo das ligagdes dissulfeto € um
passo inicial necessario na marcacdo direta com *™Tc de anticorpos. A ligacdo entre
SH e Tc é mais forte que de N-Tc ou O-Tc o qual foi verificada pelo ensaio desafio de
¥MTc-F(ab’), na presenca de EDTA. Radioimunoimagem e biodistribuicdo em
camundongos com carcinoma hepatocelular mostraram uma significante captagdo no
tumor 24 h ap6s a injecao IV. O sangue, rins, figado e tumor apds 24 h apresentaram
as seguintes captagdes em % Dose/g: 0,56+0,09; 56,45+11,36; 1,43+0,27 e 6,57+3,01,
respectivamente. A eficiéncia de marcacao foi de no maximo 84,2%. (BIAN; CHEN;
DENG, 2000).

Anticorpo policlonal anti-amastigota (IgG) foi incubado com solucdes de cloreto
estanoso e borohidreto de sédio. Apds que, 3.7 MBq de tecnécio-99m (*™Tc) foi
adicionado. Um rendimento de marcagao do anticorpo cerca de 84% foi obtido. Apds
filtracdo de **™Tc-IgG, a pureza radioquimica aumentou de 84% para 95%. A marcagao
de 1IgG com *™Tc ndo modificou a imunorreatividade do anticorpo, desde que ele foi
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capaz de identificar in vitro e in vivo o antigeno especifico Leishmania amazonensis
(ARAUJO et al., 2002).

Atividades biologicas da TsTX e veneno total do escorpidao Tityus serrulatus marcado e
ndo marcado com *™Tc foram comparadas (NUNAN, 2001). O rendimento de
marcacao foi de 60-70% para o veneno e de 75-85% para a TsTX. A manutencédo da
atividade bioldgica foi avaliada pela determinacdo da DLsy do veneno marcado e nao
marcado usando ratos de 21-22 dias de idade. Ndo foi observada diferenga
estatisticamente significante entre o veneno ndo marcado (DLsp = 3,0 + 0,4 mg/Kg), € 0
marcado (DLsp = 2,8 £ 0,1 mg/Kg). Considerando que a TsTX é a principal proteina
toxica do veneno do Tityus serrulatus quando injetada por via periférica
(KALAPOTHAKIS; CHAVEZ-OLORTEGUI, 1997), é provavel que esta fracdo ndo tenha
sido alterada pela marcagdo com *™Tc. Além disso, *™Tc-TsTX foi capaz de promover
efeitos toxicos caracteristicos em camundongos. Os sinais seguintes foram observados:
piloerecao, salivacao, taquicardia, dispnéia, contracdo muscular e convulsdo, apés
injecdo intraperitoneal de fragcdes coletadas em cromatografia de exclusdo Sephadex G-
10.

3.4 Estudos farmacocinéticos e de biodistribuicao de venenos e antivenenos

escorpionicos

Devido as duvidas sobre a eficacia do antiveneno e esperando contribuir para reduzi-
las, Ismail et al. (1980) realizaram o primeiro estudo sobre a farmacocinética de um
veneno escorpidnico. O veneno do escorpido Androctonus amoreuxi, marcado com 2|
e injetado por via IV em coelhos adultos serviu de modelo. Os autores observaram uma
distribuicao rapida do sangue para os tecidos e uma eliminagao lenta pelo organismo.
Estudos subsequientes de farmacocinética e biodistribuicdo para outros venenos

escorpibnicos comprovaram estas propriedades do veneno (ISMAIL et al., 1992;
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PEPIN-COVATTA et al., 1996; SANTANA et al., 1996; REVELO et al., 1996; CLOT-
FAYBESSE et al., 2000; NUNAN et al., 2003).

Em estudos de biodistribuicdo, o rim foi o érgdo que apresentou, em geral, a maior
concentracao de veneno seguido do figado, pulmao e coragdo. Nao se detectou veneno
no cérebro de animais adultos (REVELO et al., 1996; CLOT-FAYBESSE et al., 2000;
NUNAN, et al. 2003).

Em 2000, Clot-Faybesse et al. detectaram veneno, ainda que em quantidades
pequenas, no cérebro de camundongos de trés e sete dias. Este estudo apontou para a
possibilidade de toxinas escorpiGnicas atravessarem a barreira hematoencefalica em

animais mais jovens.

Em estudo realizado por Nunan et al. (2003), *™Tc-TsTX foi injetada subcutaneamente
em ratos adultos (150-160 dias) e jovens (21-22 dias). Observou-se distribuicdo mais
rapida da toxina nos 6rgaos de ratos jovens. Detectou-se também, maior acumulo da
toxina no cérebro de animais jovens, o que € sugestivo de maior permeabilidade para a
toxina ao longo da barreira hematoencefélica e ajuda elucidar as manifestacées clinicas
freqientemente observadas em criangcas no envenenamento escorpidnico.

Em 1983, Ismail et al. investigaram a farmacocinética do antiveneno marcado com '#I,
tendo em vista que o veneno se distribuia rapidamente e suspeitava-se que o
antiveneno pudesse ter distribuicdo mais lenta. A comparacdo dos parametros
farmacocinéticos para o veneno (ISMAIL et al., 1980) e para imunoglobulina preparada
contra o veneno permitiu a verificagado de que a distribuicdo e eliminacdo do antiveneno
sdo muito mais lentas que a do veneno. Quando o antiveneno foi injetado uma hora
apds o veneno (ISMAIL et al., 1992), os parametros farmacocinéticos do veneno néo se

modificaram com a injecao do antiveneno.

Em estudos utilizando IgG e as fracées Fab e F(ab’), (ISMAIL; ABD-ELSALAM, 1998),

observou-se que a fragéo F(ab’), se distribuiu mais rapidamente que a IgG e a Fab e
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sua eliminacao foi praticamente idéntica ao veneno. J4 a Fab e a IgG apresentaram
eliminacéo e distribuicdo mais lentas que o veneno. Os autores observaram ainda, que
as fracdes imunoglobulinicas permanecem mais no sangue que nos tecidos, ao
contrario do veneno, e que um tempo minimo é necessario para que o antiveneno se
distribua nos tecidos e consiga alcancar um nivel suficiente para neutralizar o veneno

ou retira-lo dos sitios de ligacao.

As curvas de log da concentracdo no sangue para IgG e F(ab’). versus tempo obtidas
foram trifasicas, caracterizadas por uma rapida fase de declinio (pi) seguida por uma
fase mais lenta intermediaria (alfa), entdo, uma fase de declinio terminal muito mais
lenta (beta). O modelo farmacocinético para o antiveneno escorpidnico é representado
a seguir (ISMAIL et al., 1983; ISMAIL; ABD-ELSALAM, 1998).

Compartimento tecidual 2 «— Compartimento tecidual 3
\\ K1z K13/AV/
(Superficial) il (Profundo)

Compartimento Central 1

l K1o

Urina (+ outra possivel rota de eliminacao)

E assumido que a eliminagdo é primariamente do compartimento central seguindo uma
aparente taxa constante de eliminacdo de primeira ordem. As razbes constantes de
transferéncia intercompartimental, Kio, K1, K1z € Kzy, refletem a taxa de distribuicao
dentro e fora dos compartimentos teciduais, superficial e profundo, respectivamente. Os
valores para o veneno e toxina foram varias vezes maiores que aqueles para as fracdes
imunoglobulinicas, indicando mais rapido equilibrio e livre transferéncia do veneno e

toxina entre sangue e tecidos do que as fracdes imunoglobulinicas. A razao Kis/Ksq
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para o veneno e toxina foi alta, indicando a alta afinidade do veneno e toxina para o
compartimento tecidual profundo do que para o sangue. A razdao Ki2/Kz1 foi menor que
1, 0 que indica a mais alta afinidade do veneno e toxina para o sangue do que para 0s
compartimentos superficiais. Em contraste, as razdées Ki2/Ko1 € Ky3/Ks1 para as fracoes
imunoglobulinicas foram sempre menores que 1, indicando sua baixa afinidade pelos
tecidos e tendéncia de permanecerem no compartimento central (ISMAIL et al., 1983;
ISMAIL; ABD-ELSALAM, 1998).

O veneno e toxina foram eliminados do corpo mais rapidamente que as fracoes
imunoglobulinicas (ISMAIL; ABD-ELSALAM; AL-AHAIDIB, 1998).

Ao administrar a fracdo F(ab’), especifica apds o veneno do escorpidao Centruroides
limpidus limpidus, Calderén-Aranda et al. (1999) observaram uma redistribuicido do
veneno do compartimento extravascular para o espacgo vascular através do aumento da
area sob a curva (AUC). Este fendmeno, segundo os autores, foi bem documentado
para intoxicagdbes com colchicina (SABOURAUD et al., 1992), com digoxina
(JOHNSTON; STEVENSON; HEWICK, 1987), com dexpramina (PENTEL; KEYLER;
BRUNN, 1991) e no envenenamento por serpente, tratado com fragmentos especificos

de imunoglobulina.

As farmacocinéticas do veneno do escorpido Tityus discrepans e de F(ab’), eqlina anti-
Tityus covalentemente ligada a fluoresceina ou fluorescamina foram determinadas por
ELISA. Apesar de a massa molecular de F(ab’), ser cerca de 10 vezes maior que as
das toxinas, a taxa de fluxo de F(ab’), do sangue para os tecidos foi cerca de 4 vezes
mais rapida que o fluxo do veneno, sugerindo que o antiveneno é ativamente
transportado do sangue para os tecidos. O compartimento plasmatico seria caminho do
sitio de envenenamento para os érgdos alvos, portanto, a venenemia subestima a
quantidade de veneno recebida; esta subestimacdo aumenta com o tempo do
envenenamento, o que reforga a importancia do uso precoce do antiveneno, idealmente
na primeira hora do envenenamento. Quando F(ab’), € injetada apds o veneno, a

concentracdo do mesmo livre no plasma cai a zero imediatamente, ao passo que a
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quantidade nos tecidos diminui muito lentamente. O antiveneno remove prontamente o
veneno do plasma e dos compartimentos extracelulares; a remo¢do do compartimento
extracelular € mais rapida quando 3 ampolas de antiveneno sdo administradas ao invés
de 1 ampola. Quando insuficiente quantidade de antiveneno é administrada, o veneno
plasmatico é inicialmente neutralizado completamente, mas aumenta novamente ao
passo que o veneno continua se difundindo a partir do sitio de inoculagdo para o
plasma (SEVCIK et al., 2004).

Estudos farmacocinéticos utilizando veneno e antivenenos escorpiénicos em animais
experimentais demonstraram que os parametros farmacocinéticos do veneno e
antiveneno sao totalmente diferentes. Os efeitos da dose, da via e do tempo de injecao
do antiveneno nos parametros farmacocinéticos do veneno e na eficacia da
imunoterapia também foram estudados. Estes estudos indicam que a injecéo IV
precoce de uma dose minima neutralizante de antiveneno é necessaria para requerer
uma completa e permanente neutralizacdo dos antigenos do veneno circulante. Estes
dados poderiam ser levados em consideracdo na producdao do antiveneno (titulo do
antiveneno) como bem nos protocolos terapéuticos (dose, via de administragdo) para
melhorar a soroterapia (PEPIN-COVATTA et al., 1996; GHALIM et al., 2000; KRIFI et
al., 2001, 2005).

Bazin-Redureau et al. (1998) calcularam parametros farmacocinéticos preditos para um
individuo humano de 70 Kg para um antiveneno eqino F(ab’), através da disposicao
plasmatica do F(ab’), marcada com '®| administrada IV em camundongos, ratos e
coelhos. Um modelo bicompartimental com eliminacdo somente do compartimento
central foi assumido ser adequado para descrever a disposicdo de F(ab’), a qual
corresponde a um decaimento biexponencial. Resultados mostraram que a menor
espécie tem o maior clearance total corporal. A eliminagéao de F(ab’), foi mais rapida em
camundongos que em ratos e coelhos. Os valores preditos para humanos foram:
volume de distribuicdo de 4,78 litros, o clearance total de 19,07 mL/L e a meia-vida de

eliminacéo de 7,2 dias.
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O primeiro estudo da farmacocinética em oito humanos voluntarios sadios de um
antiveneno escorpidnico F(ab’). (anti-Centruroides) usando ELISA foi realizado por
Vasquez et al. (2005). A faboterapia foi administrada como 47,5 mg IV bolus na
auséncia de envenenamento. Amostras de sangue foram recolhidas nos tempos 0, 5,
15, 30, 45, 60, 90, 120, 180 e 360 min apds administracdo do antiveneno.
Subsequentemente, os voluntarios fizeram quatro visitas no intervalo de 24 horas, uma
no dia 10 e uma no dia 21 ao hospital. O tempo de curso da F(ab’), no plasma de sete
voluntarios foi descrita com uma combinacéo linear de trés componentes exponenciais;
um modelo com quatro componentes exponenciais foi necessario para ajustar o oitavo
voluntario. Todos voluntarios apresentaram uma fase inicial rapida de decaimento de
F(ab’)2 no plasma de 15 min. O tempo médio que a F(ab’). permaneceu no corpo foi de
10,4 dias.

Marcagdo do veneno escorpidnico Mesobuthus tamulus concanesis com *™Tc foi
realizado utilizando reducao direta com estanho. Estudos de biodistribuicdo foram
realizados em ratos Wistar a diferentes intervalos de tempo ap6s administracado |V do
veneno marcado. Apds 5 minutos da administracdo, o veneno marcado foi encontrado
no sangue (27,7%), musculo (30,11%), ossos (13,3%), rins (11,5%), figado (10,4%). Um
estudo de imunorreatividade foi realizado em coelhos ap6s injecao IV do veneno
marcado seguido por inje¢ao do antiveneno espécie-especifico. Um aumento trés vezes
na captacao renal foi observado quando comparada com o veneno administrado
sozinho. Quando o antiveneno foi administrado, a captacdo do veneno nos rins foi
maior do que todos os outros érgaos (MURUGESAN et al., 1999).

Em 1996, REVELO et al. estudaram a distribuicao tecidual do veneno do escorpiao
Tityus serrulatus e do antiveneno em camundongos adultos injetados via SC com o
veneno e via IV com o antiveneno e utilizando ELISA para determinacdo das
concentragdes. Os niveis maximos do veneno no soro, pulmao, coragao e bago foram
observados 30 minutos apés a injecdo. Os rins e figado apresentaram as maiores
concentracdes do veneno, com pico aos 15 minutos. Duas horas apds a injecao, a
concentracdo do veneno no sangue e nos tecidos decresceu rapidamente até que apds
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8 horas nao foi mais detectavel. Nao se detectou veneno no cérebro dos camundongos
adultos, em nenhum dos tempos estudados. No coracdo, a concentracao foi tdo baixa

que os autores nao acreditam em uma acao direta.

Quanto ao antiveneno, administrado imediatamente apés o veneno, reduziu
significativamente a concentragdo do veneno no sangue e nos tecidos. Quando foi
injetado uma hora ap6s o veneno, a reducdo foi menos intensa, sendo detectado
veneno nos pulmodes e rins até quatro horas ap6s a administragdo do antiveneno.
REVELO et al. (1996) concluiram, ainda, que a soroterapia foi menos eficaz quando

administrada horas apds o veneno.

O veneno e toxina de serpente alcangaram a concentracdo maxima nos tecidos muito
mais rapidamente quando comparado com IgG, F(ab’), ou Fab. Com excecao do figado
e coracgao para IgG e rins para F(ab’)., as fracdes imunoglobulinicas requerem varias
vezes o tempo requerido pelo veneno e toxina para alcancar a concentragdo maxima
nos tecidos. Em o6rgaos altamente perfundidos (coracdo, pulméo, figado e rins), o
veneno e toxina foram eliminados muito mais rapidamente que as fracdes
imunoglobulinicas. Isto foi refletido na diminuicéo significativa das AUCs e nos tempos
residuais médios mais curtos, quando comparado com as fragdes imunoglobulinicas.
Com excecdo da glandula tiredide, a ordem de acumulagcdo das fragcdes
imunoglobulinicas foi figado > conteddo estomacal > rins > duodeno > pulmdo >
estbmago > coracdo. A mais alta captacdo foi no conteudo estomacal no caso do
veneno e nos rins no caso da toxina. Quando a corregdo para o peso relativo dos
orgaos foi feita, a ordem de acumulagdo do veneno e da toxina foi rins > conteudo
estomacal > estbmago > duodeno > pulmao > coracdo > figado e para as fracoes
imunoglobulinicas foi pulmdo > conteudo estomacal > rins > estémago > duodeno >
coracao > figado (ISMAIL; ABD-ELSALAM; AL-AHAIDIB, 1998).

Em relacdo a distribuicdo, pardmetros como as constantes de velocidade de
distribuicdo, com suas respectivas meias-vidas, e volume aparente de distribuicao

podem caracterizar a distribuicdo de uma substéncia no organismo. Porém, a sua
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extensdo verdadeira, s6 ¢é verificada por experimentos especificos, medindo a
concentracdo ou registrando a radioatividade presente nos diversos tecidos e 6érgaos
apés administragdo da substancia marcada, utilizando modelos experimentais (NUNAN,
2001).

Estudos de distribuicdo de veneno e antiveneno escorpiénico permitem um melhor
entendimento da patofisiologia do envenenamento, especialmente pela determinagao
dos seus niveis nos tecidos (ISMAIL et al., 1980, 1983; ISMAIL; ABD-ELSALAM, 1988;
DASGUPTA; GOMES; LAHIRI, 1991).

A distribuicdo maior e mais rapida do veneno no rato mais jovem, pode levar a uma
reducao de sua disponibilidade no sangue, limitando assim, a eficiéncia do soro imune
0 qual apresenta absorcao e distribuicdo bem mais lentas que os venenos (ISMAIL et
al., 1983; CALDERON-ARANDA et al., 1999).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Animais

Para realizacao do teste de Poténcia foram utilizados camundongos albinos suicos da
linhagem Swiss Webster pesando 18 - 22 g do Biotério da Fundacado Ezequiel Dias
(Funed). Nos estudos de biodistribuicdo foram utilizados ratos Wistar machos recém
desmamados com idade de 21-22 dias pesando 44 + 7 g do Biotério da Faculdade de
Farméacia da UFMG. Os animais foram alimentados com racao comercial e agua “ad
libitum”. O protocolo dos estudos com animais foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA/UFMG), estando de acordo com os Principios Eticos
da Experimentacdo Animal (Anexo A).

4.1.2 Veneno e Antiveneno para o Tityus serrulatus

Os experimentos foram realizados com padrdo interno de referéncia do veneno da
Secao de Animais Peconhentos da Funed e com o antiveneno escorpibnico (fracao
F(ab’),) obtida de plasma equino hiperimunizado produzido pela Divisdo de Producao
de Imunobioldgicos da Funed. A DLsy, do lote de veneno escorpidnico utilizado foi
determinada pela equipe do Controle Biol6gico da Funed e apresentou o valor de 19,5
Hg/20 g de camundongo. O antiveneno escorpibénico utilizado foi o produto final do lote
n°040629-31 A com teor de proteina de 5,19 g%.
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4.1.3 Reagentes

Acetona — Merck (Alemanha)

Acido cloridrico — Vetec (Brasil)

Acido etilenodiaminotetracético (EDTA) - Sigma (EUA)
Albumina sérica bovina (BSA) — Sigma (EUA)

Borohidreto de sddio (NaBH4) — Merck (Alemanha)

Cloreto estanoso (SnCl,) — Sigma (EUA)

Cloreto de sédio — Quimica (Brasil)

Glicina (Acido aminoacético) — Sigma (EUA)

Hidroxido de sodio — Vetec (Brasil)

Marcador de Peso molecular (LMW-SDS Marker Kit) - GE Health Care (EUA)
Pertecnetato de sédio (Na®"TcO,) — IPEN/CNEN-SP (Brasil)
Sepharose® 4B — Pharmacia (Suécia)

Uretana - Sigma (EUA)

4.1.4 Outros

Indicador universal pH 0-14 — Merck (Alemanha)
Membranas de éster de celulose de 0,22 pm de porosidade — Millipore (Brasil)
Papel Whatman n® 1 — Whatman (Inglaterra)

Placas de silica gel 60 para cromatografia — Merck (Alemanha)
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4.1.5 Equipamentos

Balanca Semi-Analitica Digital — OHAUS (EUA)

Balanca para pesagem de animais OHAUS — Modelo GT — 2100 (EUA)
Banho-maria — Yamato (Japao)

Cintilador automatico ANSR — Abbot (EUA)

Espectrofotdmetro - Shimadzu UV 106 A (Japao)

Potenciémetro - pH Analyser 300 (EUA)

4.2 Métodos

4.2.1 Marcacao do antiveneno escorpiénico com *™Tecnécio (*"Tc)

A marcacdo do soro antiescorpidnico com *™Tc foi realizada por método direto de
acordo com Pauwels et al. (1993), Araujo et al. (2002) e Nunan, Cardoso e Moraes-
Santos (2002), utilizando dois agentes redutores: cloreto estanoso e borohidreto de
sodio.

As condicbes de marcagdo foram estudadas em relacdo a influéncia da massa de
proteinas do soro antiescorpiénico e massa dos agentes redutores, tendo em vista a
eficiéncia de marcagao. Aliquotas de 300 a 700 pL de soro antiescorpidnico (15,57 a
36,33 mg de proteina), foram incubadas a temperatura ambiente, durante 20 minutos,
com 0 a 40 pL de solugao de SnCl, (2,0 mg/mL) em HCI 0,25 N e 0 a 40 pL de solucéo
de NaBH,4 (10,0 mg/mL) em NaOH 0,1 N apés o pH ser ajustado para 7,0 e ter sido
adicionado uma quantidade de pertecnetato de sédio (Na**"TcO,) capaz de gerar uma
atividade final de 18,5 Mega Becquerel (MBq).
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4.2.2 Determinacdo da eficiencia de marcacio com *"Tc do antiveneno

escorpionico

A eficiéncia de marcacao foi verificada por método adaptado da Farmacopéia
Americana — USP 28 (UNITED ..., 2000) por Nunan, Cardoso e Moraes-Santos (2002),
que utiliza dois sistemas cromatograficos: cromatografia ascendente em fita de silica gel
60 e cromatografia descendente em papel Whatman n® 1. A Figura 1 ilustra,

esquematicamente, os dois sistemas utilizados.

Pelo primeiro sistema (cromatografia ascendente), aplicou-se 5 L do produto marcado
a uma tira de silica gel (1,0 x 10,0 cm) que foi eluida com acetona. Apdés eluicao
subdividiu-se a tira em 10 segmentos de 1 cm que foram levados ao cintilador
automatico para leitura da radioatividade. Nesse sistema o tecnécio hidrolizado
(*™TcO,) e a ®MTc-F(ab’), permanecem no ponto de aplicagdo (RF 0 A 0,1) e 0 ndo
reduzido (*™TcO,) migra para a parte superior da fita. Pode-se entdo determinar o
percentual de radioatividade correspondente ao tecnécio livre (**"TcO4) que nédo foi
reduzido pelos agentes redutores.

No segundo sistema (cromatografia descendente) foram aplicados 5 uL do produto
marcado em tira de papel Whatman n° 1 (5 x 36 cm) previamente saturada com solugao
de soro albumina bovina (BSA) a 1% p/v. A eluicao foi feita com salina fisiolégica até
que o solvente se movesse 15 cm a partir da origem. A tira foi cortada em 15
segmentos de 1 cm e a radioatividade de cada um foi medida. Nesse sistema o
¥MTcO4 e #™Tc-F(ab’), migram com o solvente (RF 0,7 a 1,0) e o tecnécio hidrolizado
(**™TcO,) permanece na origem. Determina-se assim o percentual de radioatividade
correspondente ao tecnécio hidrolizado (*™TcO,) que ndo se incorporou na estrutura
da proteina.
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Figura1 - Representagdo esquematica dos sistemas cromatogréaficos utilizados para

verificacdo do rendimento de marcacdo do soro antiescorpidnico (F(ab’)z) com
¥MTecnécio. A — cromatografia ascendente utilizando placa de silica gel 60 (10 x 1,0
cm) e acetona como eluente; B — cromatografia descendente utilizando papel Whatman
n%1 (5 x 36 cm) e salina (NaCl 0,9% p/v) como eluente.
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Com os resultados obtidos nos dois sistemas cromatograficos, determina-se a
radioatividade incorporada as moléculas de F(ab’), pela seguinte férmula:

cpm “"Tc —F(ab'),

99m _ ' 99m -, 99m XlOO
Totalcpm (""" Te —F(ab'),+ " TcO,+ " TcO,)

Rendimentode Marcagdo (%) =

Onde: cpm = contagem por minuto

4.2.3 Purificacdo do antiveneno escorpiénico marcado com *™Tecnécio

Para a utilizacdo do soro marcado nos experimentos de biodistribuicdo fez-se
necessaria a retirada, ainda que parcial, dos contaminantes radioquimicos presentes no
produto final apds marcacdo. Para a retirada do tecnécio hidrolizado (**™TcOy), utilizou-
se filtracdo em membrana de éster de celulose de 0,22 um de porosidade (ARAUJO et
al., 2002). Determinou-se o rendimento de marcacao antes e apés filtracdo para
avaliagao da eficiéncia da filtragao.

4.2.4 Avaliacao da estabilidade in vitro do antiveneno escorpiénico marcado com
99m-|-c

Para avaliar a estabilidade in vitro, ap6s a marcagao (ou seja verificar se o tecnécio nao
estava se desligando do fragmento F(ab’),), amostras de 500 uL de soro marcado
filtrado (n=6) foram incubadas em condicées semelhantes as do sangue, em PBS pH
7,4 a 37 °C. Aliquotas de 10 uL foram entao retiradas nos tempos de 1, 4 e 24 h para

determinacao da porcentagem de marcacao.
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4.2.5 Verificacao da manutencao da atividade in vivo do antiveneno escorpionico

marcado com *™Tecnécio

Para verificar se o processo de marcacao com tecnécio afetou a atividade do
antiveneno in vivo, utilizou-se teste de Poténcia, método descrito na Farmacopéia
Brasileira — F. BRAS. IV (FARMACOPEIA ..., 2003). O teste de poténcia objetiva
determinar a dose neutralizante necessaria (Dose Efetiva 50%) para proteger animais
suscetiveis contra os efeitos letais de uma dose fixa de veneno de referéncia, neste

caso, cinco vezes a Dose Letal 50% (DLso).

Diluicbes progressivas da amostra (soro marcado) em solugdo salina fisiolégica a
0,85% p/v foram efetuadas utilizando fator de diluicdo constante de 1,25 de maneira
que o volume final apdés a mistura com a dose desafio de veneno (5 DLsy ) fosse
idéntico em todos os tubos de ensaio e igual a 5 mL. Utilizou-se as mesmas doses
(n=5) do teste de poténcia do mesmo lote de soro ndo marcado (38, 47, 59, 74, 93 pL).
Considerou-se para o calculo do volume de soro marcado que continham essas doses,
a diluicao anterior devido a adi¢cao dos agentes redutores, HCI 0,25 N para acerto do pH

e de pertecnetato de sddio.

O veneno de referéncia foi reconstituido e diluido com solugéo salina fisiolégica 0,85%
p/v para a concentragdo de 1,0 mg/mL e adicionado em cada tubo mantendo seu
volume constante, de modo que cada dose a ser inoculada por animal contivesse 5
DLso. A mistura foi homogeneizada e incubada a 37 °C por 30 minutos.

Inoculou-se por via intraperitoneal 0,5 mL de cada mistura, em cada camundongo em
grupos de oito. Observou-se 0s animais até 48 horas apds a inoculacao e registrou-se o
namero de vivos em cada mistura. Calculou-se a Dose Efetiva 50% (DEszp) por meio da
analise de probitos (FINNEY, 1978), e as equacbes das retas (log dose vs probito)
foram calculadas pelo método dos quadrados minimos. Calculou-se a poténcia em

miligramas por mililitro, utilizando a equagéo:
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Tv-1

Poténcia (mg/mL) = x DLso
DE

50

Onde: Tv = numero de DLsy utilizadas por camundongo

O titulo da poténcia é expresso em miligramas de veneno neutralizados por 1 mL da
amostra. Todos os calculos foram realizados utilizando software desenvolvido pela

Funed.

Um grupo de camundongos (n = 8) foi injetado com a mistura de reagentes utilizados na
marcacao no mesmo volume administrado aos camundongos que receberam o veneno

e o antiveneno marcado (0,5 mL) por via intraperitoneal.

Camundongos (n = 5) também foram injetados por via intraperitoneal com veneno

escorpibnico referéncia, utilizado nos testes de poténcia como controle do veneno.
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4.2.6 Verificacao da manutencao da imunorreatividade in vitro do antiveneno

escorpiénico marcado com *™Tecnécio

Para verificar in vitro, se o0 processo de marcacdo com tecnécio afetou a
imunorreatividade do antiveneno, utilizou-se cromatografia de imunoafinidade.
Verificou-se a capacidade da *™Tc-F(ab’), de se ligar ao antigeno imobilizado (veneno

escorpidnico total).

Uma coluna de Sepharose® 4B acoplada a 10 mg de veneno escorpidnico total foi
utilizada. Acoplou-se o veneno, apds ter sido dissolvido em tampao carbonato-
bicarbonato pH 8,5, a 1 g de Sepharose® 4B sob agitacao de 2 horas. Etanolamina 1,0
M pH 9,0 foi utilizada para bloquear os sitios da Sepharose® 4B que nao acoplaram-se

ao veneno e para evitar que o antiveneno se ligasse aos sitios inespecificos.

Apods aplicacdo de 2 mL de soro antiescorpidnico marcado com *™Tecnécio, a coluna
foi incubada por 1 h sob refrigeracdo em repouso. Aplicou-se também na coluna, nas
mesmas condi¢cées do soro marcado, o soro ndo marcado, para verificar se a marcagcao

alterava o perfil de eluicao do soro na coluna.

Apés incubacao, a coluna foi eluida com tampao fosfato (PBS) isotdénico pH 7,4, com o
objetivo de retirar a ®™Tc-F(ab’), que ndo se ligou (ndo especifica) ao veneno. Em
seguida, as moléculas que se ligaram especificamente aos antigenos imobilizados na
coluna, foram removidas com tampao glicina 0,2 M pH 2,8 (Figura 2) e o pH foi
neutralizado imediatamente com NaOH 1,0 M. Foram recolhidas da coluna, fragbes de
1 mL (15 fracoes com PBS e 15 fragcbes com glicina) e foram medidas a radioatividade
e a absorvancia a 280 nm de cada uma para o soro marcado e a absorvancia a 280 nm

para o soro ndo marcado.

A concentracao de proteina total nas fragdes foi estimada por meio dos valores obtidos

de absorvancia a 280 nm, utilizando a seguinte formula:
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Azgo

Proteina (mg/mlL) =
(mg/mL) 13

Onde: Azg0 = a leitura de absorvancia a 280 nm; 1,13 = fator de correspondéncia da

proteina em unidades de absorvancia por mg/mL

O fator de correspondéncia da proteina foi obtido pela lei de Beer por meio da
correlacdo da absorvancia a 280 nm e a determinacdo pelo método de Lowry
modificado (HARTREE, 1972) do teor de proteina das fracdes, tendo como padréao a

albumina sérica bovina.

Sepharose - Ag F(ab’).— Ag PBS pH 7,4 GLICINA pH 2,8
o0 0 0 :ﬂ o © 0O
© o( -l ° 0
© 0 o, O
oo © ~ 8 o 0 00
ge © < o O
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F(ab’). ndo F(ab’):
especifica especifica

Figura 2 — Representacao esquematica da cromatografia de imunoafinidade com uma
coluna de Sepharose® acoplada a veneno escorpibnico total (Ag) utilizada para verificar

se a marcacdo com *™Tc nao afetou a imunorreatividade da F(ab’)..
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4.2.7 Eletroforeses

Para avaliacdo da pureza do soro antiescorpibnico utilizado na marcacdo e
determinacao da integridade do anticorpo marcado e das fragdes recolhidas da coluna
de imunoafinidade foi realizado ensaio de Eletroforese em Gel de Poliacrilamida na
presenca de Dodecil Sulfato de Sédio (SDS-PAGE) sob condigdes nao redutoras e sob
condi¢des redutoras.

Comparou-se o perfil eletroforético das amostras, com F(ab’), antiescorpiénica
purificada por coluna Proteina A-Sepharose CL-4B, utilizada como padrao, fornecida
pelo Laboratério de Bioquimica e Imunologia do ICB, anticorpo padrao inteiro (IgG)
fornecido por Nanocore Biotecnologia Ltda e padrdo de peso molecular (14,4-97,0
KDa).

Aliquotas das amostras contendo cerca de 50 pg de proteina total foram aplicadas em
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 10 % sob condigdes redutoras e a 7,5% sob
condigdes nao redutoras. A corrida foi realizada a 60-80 V durante cerca de 4 horas e
os géis foram corados com solu¢ao de Coomassie Brilliant Blue.

4.2.8 Biodistribuicao das fracoes especificas do soro antiescorpionico marcado
com *™Tecnécio em ratos de 21- 22 dias apés administracdo intravenosa (IV)

Apbs a passagem do soro antiescorpiénico marcado com *™Tecnécio pela coluna de
imunoafinidade, o “pool” das fracdes de interesse, eluidas com glicina, foram injetadas
nos animais. Foram utilizados de quatro a oito animais por grupo e cada animal recebeu
por via IV, na veia da cauda, aproximadamente 0,27 mg de proteina com atividade
especifica de 0,06 MBq.
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Os ratos foram anestesiados com uretana (140 mg por 100 g de peso, por via
intraperitoneal) antes de serem sacrificados. Aos 5, 60, 180, 360, 720 e 1440 minutos,
apos a injecao do soro, os animais foram sacrificados coletando-se o sangue do plexo
braquial. Utilizou-se como anticoagulante &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) na
concentracdo de 0,05 M. Os seguintes 6rgaos foram retirados: cérebro, coracao,
tiredide, pulmao, baco, rins e figado.

Os 6rgaos foram lavados com agua e secos entre dois papéis de filtro. Em seguida
foram pesados. A radioatividade presente nos érgdos e no sangue foi medida em
cintilador automatico e os resultados foram expressos como um percentual da dose
injetada por g de tecido ou mL de sangue. A radioatividade presente na dose exata
injetada foi considerada como sendo 100% (padrao de dose). A cada tempo de leitura,
além da radioatividade das amostras bioldgicas, também a do padrdao de dose foi
obtida. Corrigiu-se, assim, diferengcas devido ao decaimento da radioatividade, tendo

em vista a meia vida relativamente curta do *™Tecnécio (T12 = 6 horas).

As médias das % da dose por g e por mL de sangue foram obtidas e foram calculados
os desvios padrédo (DP).

Os resultados foram expressos por meio dos parametros AUC, Kp e tnax (tempo onde
ocorre a concentragdo maxima). O coeficiente de particdo tecido-sangue (Kp) foi
calculado utilizando a relagao entre a area sob a curva (AUC) da concentracao tecidual
vs tempo (0 - 24 h) para cada 6rgao e a area sob a curva da concentracdo sanglinea
vs tempo (0 - 24 h).
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4.2.9 Analise estatistica

Utilizou-se o programa GraphPad Prism (Versao 4.03) para realizacdo do teste t de
Student, ANOVA de uma classificacao (com pds teste de Tukey) e para obter os valores
de area sob a curva da radioatividade tecidual e no sangue de 0 - 24 h (AUC ¢ 241).

As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas para valores de
p<0,05. Utilizou-se o teste ANOVA para escolha da condicdo de marcacao que
apresentou maior rendimento, para avaliacdo da estabilidade do soro marcado e para
comparacao dos valores de % da dose por g ou por mL entre os tempos de cada érgao
no ensaio de biodistribuicdo. O teste t foi utilizado para verificar a eficiéncia da filtracao

em membrana de éster de celulose, apds marcacao.

Para comparacdo dos valores de poténcia do antiveneno marcado e ndo marcado,
utilizou-se teste de ¥? (p = 0,05) da F. BRAS. IV (FARMACOPEIA ..., 2003).

Verificou-se a presenca de valores aberrantes nos dados de rendimento de marcacéao e
de biodistribuicao utilizando o teste de valores aberrantes da F. BRAS. IV
(FARMACOPEIA ..., 2003).
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5 RESULTADOS

5.1 Otimizacao das condicoes de marcaciao do antiveneno escorpidonico com

M¥mMTacnécio

A otimizagdo da marcacao do antiveneno escorpibnico (fragcdo F(ab’);) produzido pela
Funed com *™T¢ foi realizada mantendo o pH em 7,0, a atividade do Na**"TcO, em
18,5 MBq e o tempo de incubagdao em 20 minutos. Variou-se as massas de proteina do
soro antiescorpiénico (15,57 a 36,33 mg de proteina), de SnCl, ( 0 a 80 ug) e de NaBH4
(0 a 400 pg). As Tabelas 1, 2 e 3 apresentam os rendimentos de marcacdo do
antiveneno escorpidnico com *™Tc apds filtracdo sob influéncia das variagdes das

massas de proteina do soro e dos agentes redutores.

Tabela 1 - Influéncia da massa de proteina do soro antiescorpibnico sobre o
rendimento de marcacdo com **"Tc. Os valores de % marcagdo sao expressos como a

média * desvio padrao, (n=3) para cada valor de massa estudado (p>0,05).

Proteina (mg) SnCl, (ng) NaBH, (ug) % Marcacao
15,57 40 300 93,65+3,07°
20,76 40 300 96,16+1,18°
25,95 40 300 98,3210,69°
31,14 40 300 94,751,362

36,33 40 300 95,82+0,10°
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Tabela 2 — Influéncia da massa de borohidreto de sodio sobre o rendimento de
marcagdo do soro antiescorpidnico com **™Tc. Os valores de % marcagdo sao
expressos como a média + desvio padrao, (n=3) para cada valor de massa estudado

(p<0,05). Letras distintas indicam diferengas estatisticas significantes.

Proteina (mg) SnCl, (ng) NaBH, (ug) % Marcacao
25,95 40 200 95,96+0,03%
25,95 40 300 98,32+0,69?
25,95 40 400 87,10+2,39"
25,95 40 - 72,4245 17°

Tabela 3 — Influéncia da massa de cloreto estanoso sobre o rendimento de marcacao
do soro antiescorpidnico com **™Tc. Os valores de % marcagio Sa0 expressos como a
média * desvio padrao, (n=3) para cada valor de massa estudado (p>0,05).

Proteina (mg) SnClz (ng) NaBH, (ng) % Marcacao
25,95 20 300 91,60+5,512
25,95 40 300 98,32+0,69°
25,95 80 300 89,64+1,442

25,95 - 300 90,9743,39°
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Os rendimentos de marcagdao do soro antiescorpiénico ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas (p>0,05) para massas de proteina variando entre 15,57 a
36,33 mg na presenca de quantidades fixas dos agentes redutores (40 ug de SnCl, e
300 pg de NaBHy,).

Massas de SnCl, variando entre 0 a 80 ug na presenca de 300 ug de NaBH4 ou massas
de 200 ou 300 pg de NaBH; na presenca de 40 pg de SnCl, ndo alteraram
significativamente (p>0,05) o rendimento de marcagdo do soro antiescorpibnico.
Entretanto, houve diminuicdo estatisticamente significativa (p<0,05) no rendimento de
marcacao quando aumentou-se a massa de NaBH, para 400 ug ou quando somente o

SnCl; e nada de NaBH,, estava presente como agente redutor na mistura de reacao.

Porém, apesar de ndo haver significancia estatistica, verificou-se uma tendéncia de
maior rendimento de marcacao sob as condi¢cées que se seguem: 25,95 mg de proteina
do soro antiescorpiénico, 40 ug de SnCl, e 300 ug de NaBH4, para uma atividade fixa
de 18,5 MBq de Na*®™TcO,, pH 7,0 e o tempo de incubagdo da reagdo de 20 minutos.
Nessas condigdes, foi obtido um rendimento de marcag¢ao do soro antiescorpiénico com
9MTecnécio de 98,32+0,69% (n=3) apds purificagao.

5.2 Perfil cromatografico da *™Tc-F(ab’),

A cromatografia ascendente teve como finalidade determinar o percentual de tecnécio
livie (**™TcO4) que ndo foi reduzido pelos agentes redutores e a descendente
determinar o percentual de tecnécio que foi reduzido, mas ndo se incorporou na
molécula de proteina e foi hidrolizado (**"TcO,) (Figura 1). As Figuras 3 e 4 apresentam
o perfil cromatografico de *™Tc-F(ab’), em silica-gel 60 (cromatografia ascendente) e
em papel Whatman n°1 (cromatografia descendente) antes e apés filtracdo em

membrana de éster de celulose.
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Figura 3 - Perfil cromatografico de *™Tc-F(ab’), antiescorpidnico em silica-gel 60
(cromatografia ascendente) antes (A) e apés filtracdo (B) em membrana de éster de

celulose.



66

90 99mTCO4_
80
707
00 (A)
50
407
307
20 TcO,
103

R e S
012345678 9101112131415
Segmentos

% Radioatividade

¥MTe-F(ab'), +
®MTcO,

90
80 (B)
704
60-
50-
404  *"Tco,
30-
20
104
0-
012345678 9101112131415
Segmentos

% Radioatividade

Figura 4 - Perfil cromatografico de *™Tc-F(ab’), antiescorpiénico em papel Whatman
n°1 (cromatografia descendente) antes (A) e apés filtracdo (B) em membrana de éster

de celulose.
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No método da cromatografia ascendente em silica-gel 60, utilizando a acetona como
eluente, o **™TcO,” migrou na silica juntamente com o solvente. Observa-se pela Figura
3 que o percentual de radioatividade no pico formado entre os segmentos 2 a 5
corresponde a *™Tc-F(ab’), e ao tecnécio hidrolizado (**"TcO,). O insignificante pico
formado no segmento 10 corresponde ao tecnécio livre (*"TcOy4). O percentual de
radioatividade dos segmentos 2 ao 5 antes da filtracdo corresponde a 99,0% e depois
da filtracdo a 99,5% de toda a radioatividade presente na fita de silica. O segmento 10
apresenta 0,6% e 0,2% do percentual total de radioatividade na fita antes e depois da
filtracdo respectivamente. A filtracdo néo alterou o perfil cromatografico da *™Tc-F(ab’),
em silica-gel 60.

Com o procedimento da cromatografia descendente, foi possivel determinar o
percentual de tecnécio hidrolizado (**"TcO,), j4 que 0 mesmo permaneceu no ponto de
aplicacdo enquanto a ®™Tc-F(ab’), e o ®™TcO, migravam na fita de papel Whatman. A
Figura 4 A mostra que o pico formado entre os segmentos 2 a 5 corresponde a
aproximadamente 10,0% de toda a radioatividade presente na fita de papel Whatman,
enquanto que no segmento 15, tem-se 80,0% do percentual da radioatividade. Apos
filtragdo (Figura 4 B) o percentual de radioatividade do pico formado entre os
segmentos 2 a 5, correspondente ao **"TcO, diminuiu para 4,0% e o percentual de
radioatividade devido somente a *™Tc-F(ab’), praticamente (segmento 15), ja que o
percentual de *™TcOy4 foi insignificante como visto na Figura 3, aumentou para 85,0%.

5.3 Eficiéncia da filtracdo do antiveneno escorpiénico marcado com *™Tc em
membrana de éster de celulose

Observa-se pela Figura 5 que o processo de filtracdo da **"Tc-F(ab’), em membrana de
éster de celulose de 0,22 um se mostrou eficaz, aumentando significativamente o
rendimento de marcacgao de 94,95+3,86% para 97,65+2,12%, devido a retirada de parte
do #*™TcO,.
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Figura 5 — Rendimento de marcacgéo do soro antiescorpidnico com *™Tc antes e apds
filtracdo. Cada coluna representa a média + desvio padrao, n=28 (p<0,0001).

5.4 Estabilidade in vitro do antiveneno escorpiénico marcado com *™Tc

Com o objetivo de avaliar a estabilidade do soro ap6s a marcacao em condicdes
semelhantes as do sangue, amostras de soro marcado filtrado foram incubadas com
PBS pH 7,4 a 37°C. Depois de realizadas cromatografias nos tempos de 1, 4 e 24 h
apoés incubacao, o rendimento de marcacao nao apresentou diferencas estatisticamente
significativas nesses tempos (Tabela 4), mostrando que a estabilidade de *™Tc-F(ab’),

foi preservada dentro do periodo observado.
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Tabela 4 — Estabilidade do soro apds marcacédo em PBS pH 7,4 a 37°C. Os valores de
% marcacao sao expressos como a média + desvio padréao, n=6 (p>0,05).

Tempo (h) % Marcacao
0 92,61+5.33 2
1 93,56+2,46 2
4 96,15+1,21°2
24 95,61+1,292

5.5 Manutencao da atividade in vivo do antiveneno escorpiénico marcado com
9MTecnécio

Para verificar se a marcagdo com **™Tc ndo afetou a atividade biolégica do antiveneno
escorpibnico, realizou-se estudo in vivo, (teste de poténcia). Comparou-se o valor obtido
no teste de poténcia para o soro marcado com o valor do teste de poténcia realizado
pelo Controle Bioldgico da Funed para o mesmo lote de soro ndo marcado.

Nao foi observada diferenca entre o valor de poténcia encontrado para o soro marcado
(1,12 mg/mL), e o valor para o soro ndo marcado (1,21 mg/mL), utilizando teste de %2
(p=0,05).

Os calculos e os parametros estatisticos para o teste de poténcia do soro marcado,
como para o teste de poténcia do soro ndo marcado, se encontram descritos nos

Anexos B e C.

Nao se observou morte no grupo de camundongos (n = 8) que foi injetado com a
mistura de reagentes utilizados na marcagéo, indicando a néo influéncia dos mesmos

na morte dos animais utilizados no teste de poténcia.
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O grupo de camundongos (n = 5) que foram injetados por via intraperitoneal com o
veneno escorpidnico referéncia utilizado nos testes de poténcia, apresentaram sinais de

intoxicacao escorpidnica aguda e morte.

5.6 Teste in vitro da imunorreatividade da *™Tc-F(ab’),

Para verificar se a marcagdo com **"Tc nao afetou a imunorreatividade do antiveneno
escorpibnico, a mesma foi verificada in vifro por meio de cromatografia de

imunoafinidade, com veneno escorpidnico total imobilizado.

Foram plotadas no grafico as fracbes que apresentavam valores de radioatividade e
absorvancia a 280nm (Figura 6). Com PBS foram eluidas as proteinas do antiveneno
nao especificas ao antigeno e as impurezas radioquimicas (*"TcO, e *™TcO,) e com
glicina as proteinas especificas ao antigeno (veneno escorpibnico total). Observou-se
que houve maior coincidéncia dos picos de radioatividade e de absorvancia nas fracoes
eluidas com glicina, quando comparadas com as eluidas com PBS, o que indica que
toda a radioatividade dessas fragcdes estd associada a proteina (F(ab’),). Ficou
demonstrado que a *"Tc-F(ab’), é capaz de se ligar ao antigeno especifico e que apés
marcacao o perfil do soro na coluna de imunoafinidade ndo foi modificado (Figura 6 B).

As fragbes especificas 17 a 25 apresentaram 45% do total de radioatividade eluida e
2,0 mg de proteina (estimada pelos valores de absorvancia) para o soro marcado e 1,7
mg de proteina para o0 soro ndo marcado.
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Figura 6 — Perfil do soro antiescorpidnico marcado com **™Tc (A) e ndo marcado (B)

em coluna de imunoafinidade (Sepharose® acoplada a veneno escorpibnico total).
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5.7 Eletroforeses

Na Figura 7 estdo apresentados os perfis eletroforéticos em SDS-PAGE sob condicoes
nao redutoras e sob condi¢des redutoras das amostras seguintes: soro antiescorpidnico
marcado com *™Tc, soro antiescorpidnico do mesmo lote ndo marcado, F(ab’),
purificada, fragcdes coletadas da coluna de imunoafinidade com PBS e glicina apés
aplicacao do soro marcado, anticorpo integro (IgG) e padrdao de peso molecular (14,4-
97,0 KDa).

As amostras de soro antiescorpidnico da Funed apresentaram uma Unica banda (seta)
que corresponde a por¢ao F(ab’). com MM = 90-100 KDa sob condi¢des nao redutoras
e duas bandas (setas), ambas ao redor de 30 KDa, sob condi¢des redutoras. Nao se
detectou outras bandas de proteina, o que indica eficiéncia do processo de digestao

péptica e alta pureza do produto, sem contaminagdo com outros componentes séricos.

O soro marcado, assim como as fracdes retiradas da coluna de imunoafinidade,
apresentaram perfis eletroforéticos iguais a do soro ndo marcado e da F(ab’);
purificada, o que demonstra que a marcacdo nao afetou a integridade da F(ab’)..
Também n&o houve diferenga na mobilidade relativa entre as amostras marcadas e néo
marcadas, 0 que sugere que o processo de marcagdao ndo alterou a conformagao
molecular da F(ab’)a.

A F(ab’), purificada, na eletroforese sob condigbes redutoras, apresentou além das
duas bandas correspondentes a F(ab’)., duas bandas fracas de proteina entre 45 e 66
KDa, e na eletroforese sob condicdes nao redutoras, duas bandas acima de 97 KDa,
além daquela que corresponde a F(ab’)., 0 que indica que a mesma ndo estava
totalmente pura. Duas dessas bandas (setas) tém correspondéncia no perfil

eletroforético do anticorpo integro (IgG).
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Figura 7 - Eletroforese SDS-PAGE sob condicées nao redutoras (A) e sob condicoes
redutoras (B). Canaletas: 1: anticorpo integro (IgG); 2: F(ab’). purificada; 3: soro
antiescorpidénico ndo marcado; 4: soro antiescorpiénico do mesmo lote marcado com
9MTe: 5: fragdes coletadas da coluna de imunoafinidade com PBS; 6: fracdes coletadas
da coluna de imunoafinidade com glicina e PM: padrdo de peso molecular (14,4-97,0
KDa).

5.8 Biodistribuicao das fracoes especificas do soro antiescorpidonico marcado
com *™Tecnécio em ratos de 21- 22 dias apés administracdo intravenosa (IV)

Os estudos de biodistribuicdo foram realizados utilizando as fragdes 19-21 (“pool”)
eluidas com glicina da coluna de imunoafinidade (proteinas especificas ao antigeno).
Cada animal recebeu por via IV, aproximadamente 0,27 mg de proteina com atividade
especifica de 0,06 MBq. A distribuicdo da *™Tc-F(ab’), nos 6rgdos de ratos de 21-22
dias em funcdo do tempo pode ser vista na Tabela 5.
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Tabela 5 - Biodistribuicdo da **™Tc-F(ab’), especifica (% da dose injetada por g de

6rgao) em ratos de 21-22 dias apoés injecao IV. Os resultados estdo expressos como

média £ DP. Letras distintas indicam diferencgas estatisticas significantes (p<0,05).

Tempo (minutos)

Orgido
5 60 180 360 720 1440
18,00 2 15,74%  13,38° 7.61°¢ 6,87 € 2,96 °
Sangue + + + + + +
(% dose/mL) 1,80 5,02 2.36 0,71 1,70 0,31
1,972 2322 296 2P 2422 4,46 ° 4,310¢
B + + + + + +
aco
0,38 0,54 0,61 0,36 1,01 1,21
0312 0,213b¢ 0,21 &P 0,12>¢ 0,11>¢ 0,09°¢
+ + + + + +
Cérebro
0,10 0,08 0,06 0,03 0,01 0,02
1,59 2 0,76 ° 1,032° 0,74° 0,65° 0,54 °
+ + + + + +
Tiredide
0,62 0,19 0,36 0,15 0,30 0,10
3,222 3,26 2 3,27 2 248 P 22530  443P
+ + + + + +
Coracéao
0,61 0,87 0,92 0,33 0,67 0,15
2,992 3,00 2 2722 1,70° 1,97 ° 1,31°
Pulmao + + + + + +
0,36 0,34 0,43 0,42 0,57 0,20
2582 3,732P 3,50 2P 2452 4,50° 2622
Figado * * * * + +
0,27 0,41 0,41 0,52 1,44 0,20
4,532 11,82 2P 12,42 3P 16,18 ° 2787¢ 1565°
Rins + + + + + +
0,43 1,95 0,96 2,37 11,64 3,13
n 5 4 8 4 5 4
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A maior captacao foi observada nos rins aos 720 minutos (12h) apds a injecdo. As
segundas maiores captacbes foram no figado e bago que também apresentaram
captacdo maxima aos 720 minutos. Seguem-se a essas, as captacdes observadas no
pulmao e coragdao com captacdo maxima aos 5 minutos e as captacdes na tiredide e

cérebro, também com captacdo maxima aos 5 minutos.

Observou-se que no periodo de 5 a 180 minutos 0 sangue apresentou concentracdes
maiores de **"Tc-F(ab’), que todos os érgdos e que somente os rins apresentaram
concentracdo maior que a do sangue nos tempos de 360 e 720 minutos. No tempo de
1440 minutos, além dos rins, também o baco apresentou concentragcdo maior que a do
sangue. Nenhum outro 6rgao, além dos rins e baco, apresentou concentracbes de
9MTc-F(ab’), maiores que a do sangue nos tempos estudados.

No sangue, coracdo e pulmao, a concentracdo de *™Tc-F(ab’), permaneceu constante
de 5 minutos a 3 horas, apresentando um decaimento entre 3 e 6 horas e continuando
constante de 6 a 24 horas. No baco, a concentracao foi constante durante 5 minutos a 6
horas, aumentando apds esse tempo e ndo apresentando decaimento até 24 horas. O
cérebro apresentou concentracdo de ®"Tc-F(ab’), praticamente constante durante os
tempos estudados, com decaimento estatisticamente significante somente apds 12
horas. Na tiredide, houve um decaimento estatisticamente significante ap6s 5 minutos e
a concentracdo permaneceu constante até as 24 horas. O figado e o0s rins
apresentaram perfil de captacdo de *™Tc-F(ab’), parecidos, com concentracdo
praticamente constante até 6 horas com captacdo maxima estatisticamente significante

no tempo de 12 horas e voltando a decair apds esse tempo.

A Figura 8 apresenta o perfil de captacdo de cada érgao em relacdo ao tempo
(minutos). Os resultados foram expressos como % da dose injetada (radioatividade)/g
de 6rgao. Na Tabela 6 estdo os valores de area sob a curva da radioatividade tecidual e
no sangue de 0 - 24 h (AUC ¢-241).
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Figura 8 — Captacao da *™Tc-F(ab’), especifica ao antigeno (% dose/g de 6rgao) em
ratos de 21-22 dias ap0s injecao intravenosa. Os resultados estdo expressos como

média * desvio padrao.
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Tabela 6 — Valores de area sob a curva da radioatividade tecidual e no sangue de O -

24 h (AUC ¢ . 241) apds injecdo intravenosa da *™Tc-F(ab’), especifica ao antigeno.

Orgéo AUCy . 241 (% dose/g.min)
Sangue (Y%dose/mL.min) 10709
Baco 5315
Cérebro 182,6
Tiredide 1010
Coracéao 3264
Pulmao 2747
Figado 4957
Rins 28074

Os rins apresentaram o maior valor de AUC ¢ - 24 h, Seguidos do sangue, baco, figado,
coracdo, pulmao, tiredide e cérebro. As AUC . 24 1 dos rins e sangue foram bem
maiores e a do cérebro bem menor quando comparadas com as dos outros 6rgaos. O
figado e o baco apresentaram valores parecidos de AUC .24, aSsim como o coracao e

o pulmao.

Os coeficientes de particao tecido-sangue (Kp), calculados pela relagdo entre as areas
sob as curvas tecidos e sangue, estdo apresentados na Tabela 7.



78

Tabela 7 — Coeficientes de particao tecido-sangue (Kp) para 6rgaos de ratos 21-22 dias
apés injecdo intravenosa da *™Tc-F(ab’), especifica ao antigeno.

Orgéo Kp
Baco 0,49
Cérebro 0,02
Tiredide 0,09
Coracéao 0,30
Pulméo 0,26
Figado 0,46
Rins 2,62

O Uunico érgao que apresentou valor de Kp maior que 1 foi o rim. Para todos os outros

orgaos, os valores de Kp encontrados foram menores que 1.
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6 DISCUSSAO

Acidentes escorpibnicos sado frequentes no Brasil e constituem problema de saude
publica. O Tityus serrulatus é a principal espécie escorpidnica responsavel pela maioria
dos acidentes graves, ocorridos especialmente nos estados de Minas Gerais e Sao
Paulo (LUCAS; SILVA-JUNIOR, 1992). Seu veneno é constituido por varias proteinas
basicas de baixo peso molecular. Dentre elas destaca-se a tityustoxina, considerada a
mais toxica presente no veneno quando injetada por via periférica (KALAPOTHAKIS;
CHAVEZ-OLORTEGUI, 1997).

Veneno do escorpiao Tityus serrulatus, bem como veneno de outras espécies
escorpibnicas, ttm mostrado ser mais deletério para criangcas que para adultos (AMITAI
et al.,, 1985; SOFER; GUERON, 1988; ISMAIL; ABD-ELSALAM; MURAD, 1990;
AMARAL; REZENDE; FREIRE-MAIA, 1993; AMARAL et al., 1994; CUPO et al., 1994;
BUCARETCHI et al., 1995; REZENDE et al., 1995; REZENDE; CHAVEZ-OLORTEGUI;
AMARAL, 1996; REZENDE; AMARAL; FREIRE-MAIA, 1998).

O tratamento do envenenamento escorpibnico consiste na utilizacdo de terapia com o
soro imune, de suporte sintomatico e monitoramento das func¢des vitais. Existem
controvérsias a respeito da eficacia do soro antiescorpidénico e ndo sao raros os relatos
de casos de criangas que, mesmo recebendo o tratamento recomendado pelos 6rgaos
de saude, acabam falecendo.

Estudos tém demonstrado diferencas nos parametros farmacocinéticos e de
biodistribuicdo entre antivenenos e venenos escorpidnicos. Absor¢cao do antiveneno é
menor, como também sua distribuicdo do sangue para os tecidos comparado com o
veneno. Os estudos de farmacocinética e biodistribuicdo do antiveneno escorpiénico
tém sido realizados em modelos experimentais usando animais adultos, apesar de
acidentes escorpibnicos graves estarem associados mais freqlientemente com criancas
(ISMAIL et al., 1983; SANTANA et al., 1996; ISMAIL; ABD-ELSALAM, 1998).
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Considerando que em ratos jovens a distribuicdo da toxina escorpibnica (tityustoxina) é
modificada comparada a ratos adultos (NUNAN et al.,, 2003) e a auséncia de
informacdes sobre a biodistribuicdo do antiveneno escorpibnico em animais jovens,
investigou-se a biodistribuicdo do soro antiescorpidénico em ratos de 21-22 dias. Utilizou-
se 0 antiveneno escorpidnico (fragmento F(ab’),) marcado com %*™Tecnécio para

quantificar, por meio da radioatividade, sua concentragdo no organismo.

Inicialmente, foi necessario estabelecer as melhores condicbes de marcagao do soro
antiescorpidnico com o **™Tecnécio. No procedimento de marcagdo utilizado no
presente trabalho, foram empregados dois agentes redutores, o cloreto estanoso
(SnCl,) e o borohidreto de sédio (NaBH4) (PAUWELS et al., 1993). Nesse sentido,
foram avaliados os efeitos das massas de proteina do soro antiescorpibnico e dos
agentes redutores sobre o rendimento de marcagéo.

Nenhuma influéncia significativa no rendimento de marcagdo foi observada usando
diferentes quantidades de proteina (15,57; 20,76; 25,95; 31,14 e 36,33 mg) e de SnCl,
(0; 20; 40 e 80 pg) com uma massa constante de NaBHs (300 pg). Porém, um
decréscimo significativo no rendimento de marcacao foi observado, quando foi usada
alta concentracdo (400 pg) ou sem adicdo de NaBH4 com concentracado constante de
SnCl, (20 ug).

Apesar de nenhuma diferenca estatisticamente significativa ter sido observada no
rendimento de marcacéo de F(ab’). com as diferentes quantidades de proteina e SnCl,
testadas, observou-se uma tendéncia de maior rendimento de marcacdo usando as
condigdes que se seguem: 25,95 mg de proteina, 40 ug de SnCl, e 300 pg de NaBHy,,
para uma atividade fixa de 18.5 MBq de Na*®™TcO,, pH 7,0 e tempo de incubacédo da
reacao de 20 minutos. Nessas condi¢des, um alto rendimento de marcagao (cerca de
98%), apos purificacao, foi obtido. Esse rendimento de marcacao se encontra de acordo
com a pureza radioquimica preconizada para radiofarmacos na Farmacopéia
Americana - USP 28 (UNITED ..., 2000), devendo estar acima de 90%. As condicdes de
marcacao referidas entdo foram escolhidas para realizacdo dos estudos posteriores.
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Mesmo com nenhuma diferenca significativa observada no rendimento de marcagéo,
independente das quantidades utilizadas de cloreto estanoso, fato também
demonstrado em outros estudos (DINIZ et al., 1999; ARAUJO et al., 2002), parece que
a adicdo de tracos de Sn?* ao NaBH, melhoram o rendimento de marcagdo como
relatado por Pauwels et al. (1993). A concentracdo dos agentes redutores parece ser
importante para a eficiéncia de marcacdo. A variacdo na quantidade de cloreto
estanoso utilizada nao influenciou o rendimento da marcacao. Quantidades acima de
300 pg de NaBH4 levaram a um decréscimo significante no rendimento de marcagao de
F(ab’), com *™Tc. Com o uso de cloreto estanoso sem a adicdo do borohidreto de
sbdio, teve-se um rendimento de marcagdo menor que com o uso de quantidades de
200 e 300 pg de NaBH,.

%MTc-F(ab’), como outras preparagdes marcadas com **"Tc provavelmente contém
¥MTe livre (*¥™TcOy4, +7) e reduzido *°*"Tc (*¥™TcO,, +4). No processo de marcagio,
aqui relatado, a quantidade de ®™TcO, foi desprezivel e a de **"TcO; foi de cerca de
10%. Entdo para a remogao do *™TcO; foi utilizada filtragdo em membrana de éster de
celulose. Observou-se que apés a filtragao, o rendimento de marcacdo de ®™Tc-F(ab’),
aumentou significantemente de 94,95+3,86% para 97,65+2,12%, devido a retirada de
parte do ®™TcO,. O procedimento de filtragdo para retirada do **™TcO, foi também

utilizado por Araujo et al. (2002) com aumento da pureza radioquimica.

A reducgédo das ligagbes dissulfeto na molécula de imunoglobulina, embora necessaria,
deve ser cuidadosamente controlada no sentido de se evitar a fragmentagdo do
anticorpo (RHODES et al., 1986). Para verificar se a integridade da F(ab’), estava
preservada ap6s marcacao e também para verificar a natureza protéica do antiveneno
utilizado no processo de marcacgao, realizou-se o ensaio eletroforético com SDS-PAGE
sob condi¢des redutoras e ndo redutoras. Ficou demonstrado que as condigdes de
marcacao nao promoveram fragmentacao da F(ab’). e que o antiveneno escorpidnico
produzido pela Funed estava constituido somente da fragdo imunoglobulinica F(ab’)..
Nas duas eletroforeses verificou-se somente a presenca de bandas correspondentes a
F(ab’).. Nao foram observadas outras bandas, como por exemplo, as correspondentes
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a lgG e nem bandas correspondentes a proteinas de baixo peso molecular. Esses
resultados estdo de acordo com os resultados de Bian, Chen e Deng (2000) e Sapienza
et al. (2002), que trabalharam com anticorpos monoclonais anti-tumor marcados com

99mTC

Para ser utilizado em estudos de biodistribuicdo, o composto radiomarcado além de alta

pureza radioquimica, deve apresentar estabilidade e manutencao da sua atividade.

Para avaliar a estabilidade in vitro, ap6s a marcagao (ou seja verificar se o tecnécio nao
estava se desligando do fragmento F(ab’),), amostras de soro marcado filtrado foram
incubadas em condi¢cdes semelhantes as fisioldgicas. Os resultados mostraram que as
ligacdes de atomos de *™Tc com moléculas de F(ab’), sdo estaveis apds 1, 4 e 24 h de
incubacédo. Isto foi confirmado posteriormente in vivo com o perfil de captacao da
tire6ide. Nao houve evidéncia de liberacao de pertecnetato in vivo, pois a % dose/g na

tire6ide ndo aumentou com o tempo (Figura 8).

A manutencao da atividade de **™Tc-F(ab’), foi avaliada in vivo e in vitro. Para o estudo
in vivo, utilizou-se o teste de Poténcia, (FARMACOPEIA ..., 2003) preconizado para o
controle da qualidade de soros hiperimunes. O antiveneno marcado foi capaz de
proteger camundongos da acao letal de uma dose do veneno escorpidnico igual a cinco
vezes a DLso. Quando a poténcia do soro marcado foi comparada com a poténcia do
mesmo lote de soro ndo marcado, ndo houve diferenca estatistica entre as mesmas.
Porém, essa atividade in vivo poderia ser devida também as moléculas ndo marcadas,
ja que o rendimento de marcacgao de 98% pode nao significar que essa porcentagem de
moléculas estejam marcadas, mas sim, que 98% das moléculas de tecnécio -99m
foram incorporadas a fracdo imune, nas condigcdes de marcacdo utilizadas. Tendo em
vista esse fato, foi realizado também um estudo in vitro em relacdo a imunorreatividade

da molécula marcada.

A imunorreatividade de *™Tc-F(ab’), in vitro foi avaliada frente ao veneno escorpiénico

total por meio de cromatografia de imunoafinidade utilizando uma coluna de



83

Sepharose® acoplada ao veneno. Com o tampao PBS pH 7,4 foram eluidas as fracdes
nao especificas ao antigeno e com o tampéao glicina pH 2,8 foram eluidas as fracoes
especificas ao antigeno. O pH acido permite o desligamento da imunoglobulina ligada
ao antigeno da coluna por alterar a conformagcao molecular da F(ab’).. Essa alteracao
na conformacdo molecular é reversivel quando o pH é neutralizado rapidamente. A
coincidéncia nos picos de radioatividade e de absorvancia nas fragdes eluidas com
glicina, indicam que toda a radioatividade dessas fragoes esta associada a proteina
(F(ab’),) e demonstra que a ®™Tc-F(ab’), é capaz de se ligar ao antigeno especifico. O
soro marcado e nao marcado apresentaram o mesmo perfil na coluna de
imunoafinidade. A maior parte das proteinas do soro antiescorpiénico, é nao especifica
ao antigeno, pois o pico das fracoes eluidas com PBS foi maior do que o pico das
fracOes eluidas com glicina, o que é esperado por se tratar de soro obtido de plasma
animal, onde estdo presentes imunoglobulinas contra varios tipos de antigenos. A
analise por SDS-PAGE confirmou que tanto as fragdes eluidas com PBS, quanto as
fracOes eluidas com glicina sao F(ab’)s.

O teste de poténcia indicou que a **"Tc-F(ab’), foi capaz de reconhecer in vivo o
antigeno escorpidnico, o que foi confirmado posteriormente com os resultados obtidos
in vitro na coluna de imunoafinidade. Esses resultados indicaram que nao houve
alteracbes na estrutura molecular destes anticorpos e também demonstrou a
associagcdo da radioatividade com a proteina, o que confirma que a atividade

imunoldgica esta associada a molécula marcada.

Uma vez comprovada a estabilidade e as integridades molecular e biolégica da F(ab’).
antiescorpiodnica marcada com **™Tc, iniciou-se os estudos de distribuicdo biolégica da
mesma. Foram utilizadas as fragdes especificas ao antigeno eluidas com glicina na
coluna de imunoafinidade injetadas IV em ratos de 21-22 dias de idade com o objetivo

de verificar a sua biodistribuicdo em animais jovens.

O perfil de captagdo do antiveneno escorpidnico marcado com *™Tc em érgdos de
ratos de 21-22 dias apresentou diferencas quando comparado ao perfil de captacéo da
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tityustoxina nos mesmos érgaos desses animais em estudo realizado por Nunan et al.
(2003).

A comparacédo de dados de tmax (tempo onde ocorre a concentragdo maxima) e Kp
(coeficiente de particdo tecido-sangue) para o antiveneno e tityustoxina para cada
orgao dos ratos de 21-22 dias pbde ser feita a partir dos dados das tabelas 8 e 9.

Informagbes mais precisas sobre o perfil de distribuicdo tecidual de uma substancia séo
obtidas em experimentos animais com medidas das captacdes dos varios 6rgaos e

tecidos.

A partir dos valores de captacdo pode-se estimar a extensdao da distribuicéo,
calculando-se o coeficiente de particao tecido-sangue (Kp). Este coeficiente expressa a
relacdo entre concentracdo tissular e concentracdo sanguinea, no equilibrio
(ROWLAND; TOZER, 1995). No equilibrio, a concentragéo tissular da substancia nao
ligada é igual a sua concentracao plasmatica. Apesar de uma boa estimativa de Kp ser
conseguida quando o tempo da ultima medida for igual ou superior a 3,3 meias-vidas
bioldgicas (LABAUNE, 1984), o que nao foi conseguido com a leitura até 24 h apéds
injecdo intravenosa da F(ab’),, os valores calculados fornecem estimativas importantes
para comparacao da biodistribuicdo da tityustoxina e antiveneno. Os valores de Kp
refletem melhor a extensdo da captagdo de uma substancia pelos tecidos do que os
valores absolutos, uma vez que permitem comparagdes entre tratamentos diferentes e

independem do modelo farmacocinético de distribuicado (MCINTOSH et al., 1997).
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Tabela 8 — Valores do tempo onde ocorre a concentracdo maxima (tmax) para 6rgaos de
ratos de 21-22 dias ap6s biodistribuicdo da tityustoxina (TsTX) marcada com *°™Tc

injetada SC e F(ab’), antiescorpidnica marcada com **"Tc injetada IV.

Orgiao tmax (min)
TsTX* F(ab’)2
Bacgo 180 720
Cérebro 60
Tiredide 60
Coracao 60
Pulmao 60
Figado 180 720
Rins 360 720

* fonte: Nunan et al. (2003)

Observa-se que a F(ab’); alcangou a concentracdo maxima no cérebro, tiredide, pulméao
e coragao com cinco minutos apds a administracdo em contraste com a tiyustoxina que

alcancou a concentracdo maxima aos 60 minutos.

No baco, figado e rins 0 antiveneno alcancou a concentragdo maxima no tempo de 12
h, enquanto a tityustoxina alcangou a concentracao maxima no baco e figado com 3 h e
nos rins com 6 h, o que indica que a eliminacao do antiveneno é mais lenta que a do

veneno e que ambos possivelmente apresentam a mesma via de eliminagao.
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Tabela 9 — Valores de Kp (area sob a curva da radioatividade tecidual de 0-24 h/area
sob a curva da radioatividade no sangue de 0-24 h) para 6rgaos de ratos de 21-22 dias
apés biodistribuicdo da tityustoxina (TsTX) marcada com *™Tc injetada SC e F(ab’),

antiescorpiénica marcada com **™Tc injetada IV.

Orgéo Kp
TsTX* F(ab’):

Baco 1,60 0,49
Cérebro 0,08 0,02
Tireoide 0,94 0,09
Coracéao 0,70 0,30
Pulmao 1,06 0,26
Figado 4,05 0,46
Rins 235,7 2,62

* fonte: Nunan et al. (2003)

Os valores de Kp do antiveneno para todos os 6rgaos foram menores que os da
tityustoxina. O antiveneno apresentou também valores de Kp menores que a unidade
praticamente em todos os 6rgaos, exceto para os rins. A tityustoxina, ao contrario,
apresentou valores de Kp maiores que a unidade para maioria dos 6rgaos, com
excecao da tiredide, cérebro e coracao.

E importante apontar que valores de Kp menores que a unidade sdo sugestivos de uma
captacao nao extensiva do contetdo plasmatico. Em outra mao, valores de Kp acima
da unidade indicam extensiva captagdo, por essa razao, sugerindo acumulagdo no

orgao.

Apesar de nao esperado, o antiveneno F(ab’), foi capaz de atravessar a barreira
hematoencefélica nos ratos jovens e atingir uma concentracdo maxima no cérebro aos
cinco minutos, enquanto a tityustoxina o foi em uma hora, porém o antiveneno

apresentou uma captacdo bem menor que a da tityustoxina.
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Criancas envenenadas em acidentes escorpidnicos mostram freqiente associagdo de
manifestagdes cardiovasculares e do SNC, o0 mesmo ndo acontecendo com adultos
(SOFER; GUERON, 1988; ISMAIL; ABD-ELSALAM; MURAD, 1990; ISMAIL et al.,
1992; ISMAIL, 1995; MESQUITA; MORAES-SANTOS; MORAES, 2003).

Manifestacbes cardiorespiratorias, principalmente choque cardiogénico e edema
pulmonar, sdo geralmente as causas que levam a morte apds envenenamento
escorpiénico (GUERON; ILIA; SOFER, 1992).

Esses sintomas do envenenamento escorpiénico indicam que a captagao do antiveneno
no coracao, pulmao e SNC seria importante para reverter a agdo do veneno nesses

orgaos.

Entdo de maneira semelhante ao veneno, a F(ab’), é capaz de atravessar a barreira
hematoencefalica em “ratos criancas”, podendo-se supor que em criangas isso também

poSsa ocorrer.

A concentracdo maxima do antiveneno no cérebro, coracao e pulmao foi alcancada em
tempo 12 vezes menor que a da tityustoxina. Porém o que ocorre nos acidentes
escorpibnicos € que o antiveneno é administrado algum tempo apds o envenenamento,
0 que poderia explicar a pouca ou quase nula eficiéncia do tratamento com antiveneno
para reverter os sintomas cardiovasculares e do SNC em criangas vitimas de
envenenamento devido a falta de oportunidade de neutralizagdo do veneno pelo

antiveneno no compartimento tecidual.

Segundo alguns autores (TARASIUK; KHVATSKIN; SOFER, 1998) apesar de o
antiveneno neutralizar as toxinas livres no sangue, ele ndo tem efeito na ejecao
cardiaca e na acidose metabdlica, pelo fato de que as toxinas ja terem se distribuido
rapidamente para os tecidos e também pela ativagao rapida da cascata inflamatéria,
causando faléncia do 6rgdo, mudancas hemodindmicas, ndo respondendo mais as

imunoglobulinas do antiveneno.
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O antiveneno também apresentou uma alta captacdo nos rins como a tityustoxina, mas
menor em relacdo a toxina. Essa alta captacdo demonstrada pelo alto valor de

AUC . 24n SUgere a que a sua eliminacao possa ser renal.

A eliminacdo de fragmentos de anticorpos monoclonais pode ocorrer por filtracdo
glomerular. Entretanto, o peso molecular da F(ab’), estd acima do limite para filtracao
renal que é cerca de 60 KDa, portanto a atividade renal, provavelmente é dos
catabdlitos de F(ab’),, possivelmente fragmentos Fab, pois F(ab’), pode ser processada
e clivada primeiramente para posterior excrecao renal (BOSKOVITZ et al., 2004).

A cinética e metabolismo de IgG, F(ab’), e Fab marcadas com *™Tc foram investigados
em pacientes com cancer coloretal metastatico. A meia-vida sérica foi: 19G, 36 h
(captacao predominante no figado); F(ab’),, 16 h; e Fab, 4 h (captacado renal
predominante) (BEHR et al., 1995).

A comparacao dos valores de tmax € Kp para a tityustoxina e F(ab’). permitiu observar
que o veneno se distribui muito mais rapidamente para os tecidos que a F(ab’), . Os
baixos valores de Kp encontrados para o antiveneno, assim como o valor encontrado
de AUC (. 24 1 para o sangue (que foi maior do que para os outros 6rgaos) indicaram
uma baixa captacao de F(ab’), pelos érgaos, e que a mesma permanece mais tempo no

sangue.

Essas diferencas entre os perfis farmacocinéticos do veneno escorpiénico e o
especifico antiveneno F(ab’), para as espécies Buthus occitanus, Leiurus
quinquestriatus, Centruroides limpidus limpidus e Androctonus australis garzonii,
também foram relatadas por outros autores (PEPIN-COVATTA et al., 1996; ISMAIL;
ABD-ELSALAM, 1998; CALDERON-ARANDA et al., 1999; KRIFI et al., 2001; SEVCIK
et al., 2004). Avaliacdo na biodistribuicdo do veneno de Tityus serrulatus injetado SC
apos injecao do antiveneno IV, em camundongos adultos, revelou que quando o
mesmo foi injetado imediatamente apds o veneno ocorreu completo desaparecimento

dos niveis do veneno no coracao, baco e figado e uma reducao significante no plasma,
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pulm&o e rins. Porém, quando o antiveneno foi injetado 1 h apds o veneno, ocorreu
diminuicdo nos niveis do veneno menos intensa principalmente nos pulmées e rins
(REVELO et al., 1996). Em todos os estudos descritos, até o momento, para
antivenenos escorpidnicos foram utilizados animais experimentais adultos. Nenhum
estudo investigou a biodistribuicdo da F(ab’), antiescorpi6nica em ratos jovens e nao

envenenados.

A maioria desses estudos foi realizada medindo somente a concentracdo sanguinea do
veneno ou antiveneno para calcular os parametros farmacocinéticos. O antiveneno
escorpiénico induziu importante diminuicdo na concentragcdo do veneno no plasma e
tecidos de camundongos injetados subcutaneamente com o veneno escorpibnico
(REVELO et al., 1996). Por esta razdo, parece que a reversdao dos efeitos da toxina
escorpibnica por anticorpos especificos poderia ser explicada pela remocao da toxina
nao somente no sangue como nos tecidos. Entdo a diminuigdo dos sintomas induzidos
pelo veneno escorpibnico em humanos seria devido a neutralizacdo do veneno
circulante pelo antiveneno e também pela remocédo do veneno ligado aos tecidos
(REZENDE; AMARAL,; FREIRE-MAIA, 1998), o que demonstra a importancia da andlise
da biodistribuicdo do antiveneno nos tecidos para um melhor entendimento do

mecanismo de reversdo do envenenamento escorpidnico.

Farmacocinética pode ser definida como a caracterizacao e predi¢do do tempo de curso
de uma droga no corpo. Isto inclui as caracteristicas de absorcdo, distribuicdo e
eliminacdo. Modelos farmacocinéticos podem ser usados para predizer o tempo de
curso da concentracao de tal droga. A maioria das drogas deixa o plasma, se distribui e
se liga a outros tecidos. A distribuicdo da droga através do corpo depende
enormemente do fluxo sanglineo no 6rgdo e das propriedades fisico-quimicas da
droga, tais como a solubilidade lipidica e ligacdo a proteinas. Mudancas na medida da
concentracdo da droga em relacdo ao tempo sdo usadas para se obter as constantes
farmacocinéticas que descrevem o comportamento da droga no corpo. O perfil
plasmatico pode ser caracterizado em termos de niveis maximos de concentracao

plasmatica (Cmax), tempo ao nivel maximo (tmax) € area sob a curva plasmatica (AUC).
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Esses parametros podem ser obtidos por simples inspecao da concentracao sanguinea
ou plasmatica da droga versus tempo. No modelo farmacocinético compartimental, o
corpo é assumido ter um ou mais compartimentos. As drogas sao injetadas dentro e
eliminadas ou por metabolismo ou excrecao renal do compartimento central (STRUYS;
KAMAR; PAEPE, 2006).

Estudos farmacocinéticos do veneno T. serrulatus mostraram quatro caracteristicas
importantes: a absorcao do tecido SC para o compartimento central é rapida, a
distribuicdo para os tecidos € rapida e alta, a afinidade pelos tecidos é alta, e a
eliminagcdo é lenta (REVELO et al., 1996; NUNAN et al., 2004), indicando que o
tratamento do envenenamento escorpiénico com antiveneno IV deve ser iniciado o mais
breve possivel. Além disso, é postulado que o0 veneno produz seus efeitos
farmacolégicos no compartimento tecidual profundo (ISMAIL et al., 1980).

A curva do nivel sangiineo do antiveneno marcado versus tempo se apresentou como
uma curva trifdsica caracteristica de modelo farmacocinético de trés compartimentos.
Este dado foi visualizado e ndo calculado ja que com o intervalo de tempo estudado (de
24 horas) nado se verificou todo decaimento da concentragdo sanguinea. Estudos
farmacocinéticos de antivenenos escorpionicos F(ab’), realizados por Ismail e Abd-
Elsalam (1998) em coelhos adultos e por Vasquez et al. (2005) em voluntarios humanos
adultos sadios, ndo envenenados, mostraram que a fracdo se distribui segundo um

modelo tricompartimental.

Ha uma rapida fase de distribuicdo que se inicia imediatamente apds uma injegéo in
bolus. Esta fase € caracterizada por um equilibrio muito rapido nos tecidos. H4 uma
segunda fase de distribuicdo mais lenta que é caracterizada por um movimento do
antiveneno para dentro dos tecidos equilibrando-se mais lentamente e o retorno para os
tecidos que se equilibram mais rapidamente. A fase terminal, ou seja, de decaimento, é
uma reta quando plotada em um grafico semi-logaritmico. A fase terminal é

frequentemente chamada fase de eliminacdo devido ao mecanismo primario de
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diminuicdo da concentragdo da droga durante a fase terminal e sua eliminagcéo do corpo
(STRUYS; KAMAR; PAEPE, 2006).

Estudos farmacocinéticos do antiveneno F(ab’). contra a espécie do escorpidao
Centruroides limpidus limpidus realizados por Sevick et al. (2004) e Vasquez et al.
(2005) em carneiros e humanos respectivamente, demonstraram que a primeira fase de
decaimento é rapida com ty,» de cerca de 15 minutos. Devido ao alto peso molecular da
F(ab’), (100 KDa), eles relataram existir um tipo de mecanismo ativo de extrusao de
F(ab’). através do endotélio vascular, o que poderia explicar os curtos tempos de
captacdo maxima do antiveneno encontrados para o cérebro, tiredide, coracdo e
pulmdo neste estudo. Os autores utilizaram protocolos experimentais nos quais se
determinavam a concentragao do antiveneno em tempos mais curtos, como no presente
estudo, o que nao foi feito por outros autores que nado descreveram este fenémeno
(PEPIN et al., 1995; PEPIN-COVATA et al., 1996; RIVIERE et al., 1997).

O antiveneno usado na soroterapia deve possuir caracteristicas farmacocinéticas que
permitam distribuicao rapida o suficiente para neutralizar a fragdo do veneno distribuida
para os tecidos, pois as acdes toxicolégicas do veneno sao exercidas principalmente no
compartimento tecidual (ISMAIL et al., 1980, 1983, 1992; ISMAIL; ABD-ELSALAM,
1988).

Estudos da cinética do veneno em presenca do antiveneno, demonstraram que o
antiveneno afeta a farmacocinética do veneno. Para toxinas que atuam em sitios fora
do sangue, a ligacdo do antiveneno com a toxina no sangue efetivamente neutraliza a
acao do veneno imediatamente por mudanca na disponibilidade do veneno. O inverso
também parece verdadeiro: 0 veneno com meia vida de eliminagdo muito mais curta
gue o antiveneno, altera a farmacocinética do antiveneno. As moléculas de antiveneno
se ligam ao veneno sendo eliminados do corpo como imunocomplexos que S&0 mais
rapidamente eliminados. A IgG percorre no corpo caminhos mais longos para encontrar
o antigeno, apés a sua ligacdo o organismo elimina o complexo antigeno-anticorpo
(VASQUEZ et al., 2005).
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O uso de altas doses de antiveneno, pela via intravenosa, € a base dos protocolos de
tratamento para picadas de escorpido em varios paises tais como Ardbia Saudita
(ISMAIL, 1994), México (CALDERON-ARANDA et al., 1999) e também no Brasil
(FUNASA, 2001). A pré-administracao (via IV) de dose alta de antiveneno mostrou
induzir uma imediata, completa e duravel neutralizacdo das toxinas, bem como a sua
rapida redistribuicdo do compartimento periférico para o vascular. A injecao intravenosa
de doses menores do antiveneno induziu decréscimo passageiro das toxinas
circulantes, indicando que uma dose minima de antiveneno tem que ser administrada
para permitir uma neutralizacao eficiente e duravel do veneno (KRIFI et al., 2005). Essa
alta dose de antiveneno necessaria para neutralizacdo do veneno poderia ser explicada
pelo fato da maioria das fracées imunoglobulinicas presentes no antiveneno ndao serem
especificas ao veneno escorpibnico, como foi demonstrado neste trabalho utilizando
coluna de imunoafinidade. Este passo de separacao das fracbes especificas nao faz
parte da maioria dos processos de producao de antivenenos obtidos de plasma animal.

A maioria dos protocolos de tratamento para picada de escorpiao é baseada em
informacgdes isoladas, e algumas vezes em observagcées controversas e nao sao
resultados de estudos clinicos controlados (MAHADEVAN, 2000).

A efetividade da soroterapia depende nao s6 da dose do antiveneno, mas também do
tempo decorrido entre a picada e a administracdo do antiveneno (ISMAIL, 1995;
REVELO et al.,, 1996; GHALIM et al.,, 2000). Entretanto, a selecdo da dose do
antiveneno e protocolo de administracdo continuam sendo feitos empiricamente
(FREIRE-MAIA; CAMPOS; AMARAL, 1994; ISMAIL, 1994, 1995).

O antiveneno ideal poderia alcancar adequadamente os diferentes tecidos nos quais o
veneno produz seus efeitos tdéxicos e, uma vez ligado a toxina, o0 complexo poderia ser
rapidamente eliminado (ISMAIL; ABD-ELSALAM, 1998).

Nossos resultados indicaram que o antiveneno permanece mais tempo no sangue que

a tityustoxina, como demonstrado pelo alto valor de AUC .24 » do sangue e pela baixa
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captacdo do mesmo nos 6rgaos. Com 24 horas ndao se tem mais veneno no sangue

enquanto que o antiveneno ainda estéa na fase de decaimento.

As captacdes no cérebro e no coracao foram muito baixas para o antiveneno quando
comparadas com a da tityustoxina, o que poderia explicar as complicacdes
cardiorespiratorias e do SNC no envenenamento em criangas, mesmo apds injecao do

antiveneno.

No figado e rins, o0 antiveneno atinge sua concentragdo maxima somente 12 horas apo6s
injecdo, enquanto a tityustoxina apo6s 3 horas no figado e 6 horas nos rins, o que indica

a eliminacado mais lenta do antiveneno.

A eficacia da soroterapia em criancas estaria entdo associada a distribuicdo e
farmacocinética do antiveneno em relacdo ao veneno, a concentracdo de fracéo

especifica ao veneno presente no antiveneno e ao tempo decorrido do envenenamento.

Nossos estudos podem prover dados para um tratamento do envenenamento
escorpibnico mais objetivo que pode resultar em uso mais eficiente do antiveneno

escorpidnico em criangas.
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7 CONCLUSOES

« Um alto rendimento de marcagdo do soro antiescorpiénico com o **™Tecnécio foi
obtido, com o uso de dois agentes redutores, o cloreto estanoso e o borohidreto de
sédio, e a purificacdo por filtracao em membrana de éster de celulose
(98,90+0,25%).

« O rendimento de marcacdo de **"Tc-F(ab’), permaneceu constante apds incubacéo
em PBS pH 7,4 a 37°C demonstrando estabilidade da **™Tc-F(ab’), por até 24 horas.

« A marcacdo de F(ab’), com o **"Tecnécio ndo alterou sua poténcia (ensaio in vivo)
e nem a sua imunorreatividade (ensaio in vitro); sendo verificado também no ensaio
in vitro, a associacao da radioatividade com a proteina (F(ab’).) na fracdo especifica

ao veneno escorpionico.

« A maior captacdo de ®™Tc-F(ab’), foi observada nos rins aos 720 minutos (12h),
seguida do figado e bago que também apresentaram captacdo maxima nesse
tempo. Em seguida, no pulméao e coracao com captacdo maxima aos 5 minutos e as

captagdes na tiredide e cérebro com concentragdo maxima também aos 5 minutos.

O perfil de captacdo do antiveneno escorpidnico marcado com *™Tc em 6rgdos de
ratos de 21-22 dias apresentou diferencas quando comparado ao perfil de captagao

da tityustoxina nos mesmos 6rgaos desses animais.

* No cérebro, tiredide, coracao e pulmao, a F(ab’); alcangou a concentragdo maxima
com cinco minutos ap6s a administracdo em contraste com a tiyustoxina que

alcancou a concentracdo maxima aos 60 minutos.
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No baco, figado e rins 0 antiveneno alcangou a concentragdo maxima no tempo de
12 h, enquanto a tityustoxina alcancou a concentracdo maxima no baco e figado
com 3 h e nos rins com 6 h, o que pode indicar a eliminacdo do antiveneno mais
lenta que a do veneno e que ambos apresentam a mesma via de eliminagdo: a

renal.

O antiveneno apresentou valores de Kp menores que a unidade praticamente em
todos os 6rgaos, exceto para os rins. A tityustoxina, ao contrario, apresentou valores
de Kp maiores que a unidade para maioria dos 6rgaos, com exce¢ao da tiredide,
cérebro e coragdo, demonstrando a baixa captacao do antiveneno pelos 6rgaos.

O antiveneno permanece mais tempo no sangue que a tityustoxina, como
demonstrado pelo alto valor de AUC ¢ . 24 h do sangue e pela baixa captacédo do
mesmo nos 6rgaos. Com 24 horas ndo se tem mais veneno no sangue enquanto

que o antiveneno ainda esta na fase de decaimento.

Verificou-se que a F(ab’), se distribui do sangue para os 6rgaos alvos do
envenenamento, inclusive o cérebro, porém em quantidades e tempos diferentes do
veneno o0 que podera comprometer a sua eficacia dependendo da concentragdo da

fracao que se liga especificamente ao veneno e o tempo decorrido apds a picada.
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We certify that the protocol n° 002/05 related to the project entitled "Pharmacokinetics and
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ANEXO B - Calculos e parametros estatisticos para o teste de poténcia do soro néao

marcado com *™T¢

AR
AN

DEPARTAMENTO DE CONTROLE DE QUALIDADE

SERVIGO DE CONTROLE BIOLOGICO

POTENCIA DE SOROS EM CAMUNDONGOS

FUNED
Identificag&o do Ensaio
Tipode Soro:  Antiescorpidnico No. Lote Veneno: VRF/TS 601 Desafio:. ; § DL50
Lote: .- AS-040629-31A DL50 (ug): 19,50 Tempo Incubagdo a 37°C: 30 min.
Amostra: Produto Acabado a Granel (PAG) Sol.Estoque Veneno: 10,0 mg/ml Via de Administragdo: IP
Protocolo: P/088/04 Data Sol.Estoque: 03/12/2004 Sexo: M
Data do Ensaio: 03/12/2004 Sol.Uso do Veneno: 1,0 mg/ml Faixa de Peso: 18-22g
Protocolo do Ensaio . Célculo dos Probitos
N° Lan.N° Dose Ne Solugdo  Soro Solugdo Snlu;.ﬂo Unid ~ Volume Morles Total % Logda Probito Probito Prob. Inter Coef. Probito Peso Probito
de Salina (ml) Veneno Veneno Injetado o4, 45, Mortes Mortes Dose  Empirico Esperada  Min. valo Pond. Ajustado Calculado
Animais  (ml) (ml)y {mg) Op. ¥
402 1 3800 & 365 038 097 097 mg O0S0 8 O 8 10000 15798 872 74 3689 4465 006 7,77 049 745
2 4600 8 357 0,46 0,97 097 m-g' 050 7 0 7 8750 16628 6,15 66 -1,92 9,02 0,24 597 1,90 6,56
3 58,00 8 345 0,58 0,97 097 mg 050 6 0 6 7500 1,7634 5,67 55 354 -284 058 567 465 " 548
4 72,00 8 331 0,72 0,97 097 mg 050 3 0 3 3750 18573 4,88 45 3,62 2,84 0,58 4,69 465 247
5 9100 8 312 09 09 097 mg 05 0 0O O 000 1850 200 34 291 802 024 291 180 338
Feito por : Inoculado por :
Calculos dos S térios e das Médias Anidlise de Variancia
__ Fonte de Variagao G.L. x2 calculado x2 tabelado Resultado
Regresséo 1 14,82 3,84 Significativa
Desvio de Linearidade 3 1.53 7,82 Nao Significativo
- Total P 4 16,34
Resultados Qte. de Passagens: S
Limites de Conflanca B 5
DESO (ul) Minmo  Méximo Poténcia (mg/mi) Data: O—dﬁ‘-ﬂf—“—‘
Média de X Ponderado: 1.80 © 64.29 73.81 56.55 121 Liberado por: D\~
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ANEXO C - Célculos e parametros estatisticos para o teste de poténcia do soro
marcado com *™Tc

DEPARTAMENTO DE CONTROLE DE QUALIDADE
SERVIGO DE CONTROLE BIOLOGICO

POTENCIA DE SOROS EM CAMUNDONGOS

Identificagao do Ensaio

Tipo de Soro:  Antiescorpidnico No. Lote Veneno: VRF/Ts0601 Desafio: 5 DLsO
Lote: AS-04062931-A DL30 {ug): 19,50 Tempo Incubacéo a 37°C: 30 min.
Amostra: Produto Final Sol.Estogue Veneno: 10,0 mg/ml Via de Administragéo: P
Protacolo: Dayana Data Sol Estoque: 08/07/2005 Sexo! F
Data de Ensaic: 14/07/2005 Sol.Uso do Veneno: 1,0 mgiml Faixa de Peso: 18-22g
Protocoio do Ensaio Calculo dos Probitos
N°  LanN® Dose N° Solugéio  Soro Solugiio Sclugo Unid Volume Mortas Tolal % Logda Probito Probilo Prob, Inter Coef. Probito Peso Probito
ds {ml) Veneno Veneno 24h 48h Mortes Mortes Dosae  Empirico Esperado Min. valo Pond Ajustado Calculado
de Salina (mily Injetada Mortes Martes Dose  Empirico Esperado Min. valo Pond. Ajustado Calculado
Animais Op.
(mi) (mg)
=] 1 38.00 8 3,56 0,47 0.97 0,97 mg 050 8 0 8 10000 1,57¢78 8,72 7.2 -2060 28,189 0,09 7,59 073 717
2 47,00 7 344 058 0,97 0,97 mg 050 5 1 6 8571 187208 6,07 64 0,26 6,88 0,30 599 211 6,41
3 59,00 8 3,29 0,74 0,97 097 mg 050 5 0 5 6250 1,77085 5,32 56 3,42 3,00 0,58 530 4,48 561
£ 74,00 8 3,10 0,93 0,97 097 mg 050 6 0 6 7500 186923 5867 48 372 2,56 0,63 564 5,02 480
5 93.00 8 287 1,16 097 087 mg 05 0 0 0 0.00 1,96848 2,00 4 3,34 413 0,44 334 3,51 - 398
Feito por : Inoculade por :
dos § ios e das Médias Andlise de Varidncia
Soma dos Pesos : 15,84 Fonte de G.L. %2 calculado X2 tabelado Resultado
Somatério de (X) Ponderado : 28,89
Regressdo 1 12,65 384 Significativa
Somatério de (Y) Ponderado : 81,83
Somatério de (X)2 Ponderado : 52,87 Desvic de Linearidade 3 595 7,82 Nao Significativo
Somatdrio de (Y)2 Ponderado : 442,33
Total 4 18,60
Somatério de (XY) Ponderado: 147,87
Soma dos Quadrades de XY Ponderado - (S(XY}W) -1,54
Soma dos Quadrados de X Ponderado - (S{XX)W) : 0,19 Resultados Qte. de Passagens: 5
Soma dos Quadrados de Y Ponderado (S(YY)W) . 18,60
Limites de Confianca
Inclinagéc da Reta - (b) : 8,19 Data:
DESO (ul) Minimo Méximo Poténcia (mg/ml)
Média de Y Ponderado: 517

Média de X Ponderado: 1.82 69,95 84,72 60,256 112 Liberado por :



