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OBJETIVO

O presente trabalho € uma
continuidade dos estudos da giroxina do
veneno da cascavel brasileira, Crotalus
durissus terrificus, cujas etapas anteriores
foram o estudo da atividade trombina-simile
e a radioiodacgéo [1] e [2].

As enzimas semelhantes a trombina
sdo largamente encontradas nos venenos
ofidicos e possuem importante indicagao
terapéutica para problemas trombo-
vasculares. No entanto, parece estar
associado a elas uma sindrome neurotéxica
denominada “ rolamento em barril’, cujo
mecanismo de acdo € desconhecido. O
presente trabalho visa contribuir para um
melhor conhecimento da biodistribuicdo da
giroxina e de seus possiveis efeitos
colaterais para permitir a elaboracdo de
indicacdes clinicas mais seguras.

METODOLOGIA

Reagdo de radioiodagao.

A marcagéo foi feita com 26 MBq de Na
e 5 ug de giroxina, utilizando-se o método
de cloramina T modificado [2]. Para a
purificacdo do tragador foi utilizada uma
coluna de Sephadex G.100 (2,3x50cm)
eluida com tampé&o fosfato 50 mM contendo
0,1% de soro albumina bovina. A pureza do
marcado foi avaliada por eletroforese em
-gel de poliacrilamida 15%, n&o reduzido, e
sistema descontinuo de tampdes [2,3].
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Estudo cinético da toxina marcada.

= Medidas no sangue: Camundongos,
Swiss, machos, pesando entre 28-32 g.
receberam pela via intravenosa, na cauda,
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3.2x10° cpm da toxina marcada. Amostras
de sangue (50 ul) foram coletadas pela via
retro-orbital entre 002 e 185 h. As
contagens foram expressas como cpm/mL e
ajustadas pelo modelo bicompartimental [4].
Amostras de sangue idénticas as descritas
acima foram analisadas em SDS-PAGE; os
resultados foram expressos como
porcentagem de cada pico em relagdo as
contagens (cpm) totais.

-~ Medidas na_ tiredide e no cérebro. O
esquema  experimental utilizado  foi
semelhante ao descrito acima. Os animais
foram sacrificados apés 1, 3 ou 10 minutos
ap6s a injecdo. Foram retirados a tiredide e
o cérebro para determinagdo da
radioatividade incorporada. Os resultados
foram expressos como a média das
porcentagens das contagens ou esta
porcentagem por grama de tecido.

— Medidas na urina_e nas fezes. O
esquema  experimental utilizado  foi
semelhante ao descrito acima, sendo que
0s animais foram distribuidos
individualmente em gaiolas metabdlicas. As
amostras de urinas e fezes foram coletadas
durante 7 horas e os resultados expressos
como porcentagem do total injetado.

RESULTADOS

Os parametros de avaliagdo da
marcacgdo (recuperagdo: 80%; rendimento:
46% e atividade especifica: 2,5 MBag/ug)
indicam que o método utilizado foi
adequado para a preparagao do tragador. A
analise eletroforética permitiu comprovar a
pureza de 95% da giroxina marcada,
praticamente isenta de formas agregadas e
iodo livre.




No estudo cinético da toxina
marcada, o ajuste bicompartimental para as
medidas no sangue seguiram a equagéo C;
= Ae™ + Be™ | que propée a distribuigo da
toxina em um compartimento central e um
periférico. Os parametros calculados est&o
na Tabela 1.

Tabela 1. Valores dos parametros cinéticos obtidos
para ['*l]giroxina crotalica

PARAMETROS VALORES
Dose injetada (1.V.) 3,2x10° cpm
A 410500 cpm/min.mL
o 4460 h'
B 161100 cpm/min.mL
B 0,2400 h
Ti, (fase eliminagcdo 0,1554 h
rapida)
Tin (fase de 2,888 h
eliminagio lenta)
Co 571600 cpm/min.mL
Ve 5,60 mL
Ki o 21522 Gt hE
Ka.1 1429 h'
Kio 0749 h'

A analise eletroforética das amostras
sanguineas (figura 1) mostrou que entre 1 e
30 minutos o pico referente a toxina nativa
esta presente, o que sugere que o efeito
biolégico ndo esta relacionada a formagéao
de metabdlitos. Ha ainda, uma pequena
porcentagem da radiagdo que se liga a
compostos de maior peso molecular,
provavelmente a albumina sérica.
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Figura 1. Analise eletroforética de amostras de
sangue em 1, 3, 7 e 30 minutos. Resultados
expressos como média e erro padrdo das areas dos
picos de compostos de alto peso molecular e da
['®l|giroxina.

As porcentagens da radioatividade
detectadas nas tiredides e nos ceérebros
decairam com a depuragdo sangilinea
(tabela 2) comprovando que a porcentagem
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de iodo livre é desprezivel e fornecendo
evidéncias que a giroxina ndo atravessa a
barreira hematoencefdlica. Portanto, seu
efeito neurotdxico ocorre de forma indireta
e é, provavelmente, decorrente da atividade
enzimatica.
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Tabela 2. Teste de incorporagdo da [ “l]giroxina

__TEMPO  TIREOIDE (%) .. CEREBRO (%/9)
Tmin. 009+ 0.09 1.45+/-0.56
amin. 017 +-0.03 0,80 +/- 0,52

10min. 0,13 +/-0,05 0.51 +/-0.23

A eliminagdo (ou excregdo) da
['**I)giroxina foi de 98 + 2% por via urinaria.

CONCLUSOES

A giroxina crotalica foi rapidamente
distribuida segundo um modelo
bicompartimental, eliminada pela via

urindria e forneceu evidéncias de né&o
atravessar a barreira hematoencefalica ou
sofrer metabolizagéo rapida.
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