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Resumo xiv

No presente estudo, os efeitos farmacoldgicos do veneno de Bothrops
neuwiedi pauloensis foram estudados em preparagdes nervo frénico-diafragma de
camundongo e biventer cervicis de pintainho.

Em preparagdes bivenier cervicis de pintainho, na temperatura de 37 °C, o
veneno, (1,5, 10, 50 e 100 pg/mi) produziu bloqueio neuromuscular progressivo e
dependente da concentracdo. Em baixas concentracdes (1, 5, 10 e 20 pg/ml),
as respostas ao KCl (134 mM), aplicado ao banho, foram parcialmente
inibidas, enquanto que as respostas & ACh (110 mM ou concentracdes
cumulativas de 10°° - 10" mM) permaneceram apés a incubagdio com o veneno, e
na vigéncia de bloqueio total. Em altas concentracdes (50 - 100 ug/mi), o veneno
causou contratura, inibiu as respostas a ACh, ao KCi e as contragdes em resposta
a estimulacio elétrica direta. Estes efeitos ndo foram observados a temperatura
ambiente (20 - 24° C), quando comparados aos obtidos a 37 °C.

Na preparacdo hemidiafragma de camundongo, na concentracio
de 20 ug/mi, o veneno inibiu irreversivelmente (60 * 10 % de bioqueio;
p < 0,05 n = 6) as respostas 3 estimulag@o elétrica indireta. Na mesma
preparacao a concentracdo de 50 ug/ml do veneno determinou bloqueio completo
das contragfes musculares em resposta a estimulagéo elétrica indireta (n = 5) e
direta (n = 6). Na auséncia do Ca® (1,8 mM), substituido pelo Sr** (4 mM), o

veneno (50 ug/mi) causou somente um bloqueio parcial (40,3 +7,8% de bloqueio;
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p < 0,05 n = 3) apés 120 min de incubagdo. O registro eletrofisiologico
demonstrou um aumento na freqiiéncia dos pptms (562 + 3%; p < 0,05),
apés 120 min de incubagdo. O veneno (20 pg/ml) determinou um aumento (25 &
2%; p<0,05) na freqiiéncia dos potenciais gigantes em 9 das 10 placas
examinadas apés 30 min de observacio (LEE et al., 1985). O registro do
potencial de repouso mostrou que apdés 90 min de incubagcdo com o
veneno (20 ug/ml) houve uma reducdo no valor médio do potencial de
membrana de —81 + 14 mV para —-41,3 + 36mV (24 fibras; p<0.01;
n=4) em regides de placa terminal e de ~774 + 14mV para —446 =
3,9mV (24 fibras; p < 0.01; n = 4) em regides distantes da placa.

Estes resultados indicam que o veneno de Bothrops neuwiedi pauloensis
exibe neurotoxicidade em prepara¢tes neuromusculares isoladas e sugerem uma
acéo preferencial em sitios pré-sinapticos. Além disso, uma atividade enzimatica
parece estar envolvida na inducdo de seus efeitos farmacoidgicos, pois mostrou

ser calcio-dependente.
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Summary fi

In the present study, the phammacological effects of Bothrops neuwiedi
pauloensis venom were studied in mouse phrenic nerve-diaphragm and chick
biventer cervicis preparations. In chick preparations, venom (1, 5, 10, 50 and 100
ng/ml) produced progressive, concentration-dependent neuromuscular blockade.
At low venom concentrations (1, 5, 10 and 20 ug/mi), the responses to
exogenously applied KCl (13.4 mM) were inhibited whereas those to
acetylcholine (ACh, 110 mM alone or cumulative concentrations of 10°-10% M)
were unaffected. At high venom concentrations (50 and 100 pg/ml), there was
pronounced muscle contracture with inhibition of the responses to ACh, KCi
and direct stimulation. These activiies were not observed at 20-24°C
compared to 37°C. At 20 pg/ml, the venom irreversibly inhibited indirectly evoked
twitches in mouse phrenic nerve-diaphragm preparations (60 + 10% inhibition,
mean + SEM; p<0.05; n=6). At 50 uyg/mi, the venom blocked indirectly
(n = 5) and directly (n=6) evoked twitches in mouse hemidiaphragms. When Ca®*
(1.8 mM) was replaced by Sr** (4 mM), the venom (50 ug/mi) produced only
partial blockade (40.3 £ 7.8% inhibition; p<0.05;'n = 3) after 120 min. The
venom (20 ng/ml) increased the number of miniature end-plate potentials by a
maximum of 562 + 3%, (p<0.05) after 120 min, and also increased the frequency
of giant miniature end-plate potentials (25 + 2%, p<0.05) in 9 out of 10 end-plates
after 30 min (LEE et al,, 1985). By 90 min after the additon of venom

(20 pug/mil), the resting membrane potential decreased from —81+1.4mV to
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—413+36mV (24 fibers; p<0.01; n=4) in the end-plate region, and from
—~77.4 + 1.4 to —44.6 + 3.9 mV (24 fibers; p<0.01; n = 4) in regions distant from the
end-plate. These results indicate that B. n. pauloensis venom is neurotoxic and
has a presynaptic action. They also suggest that enzymatic activity may be

involved in this pharmacological action.
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1.1. As peconhas e os acidentes ofidicos

O estudo das peconhas teve como precursor em nosso pais Jodo Batista
de Lacerda que, no século retrasado, realizou, no Museu Nacional, algumas
pesquisas de grande importancia sobre a famacologia do veneno das serpentes
brasileiras. Deve-se, entretanto, a Vital Bi'azii o grande desenvolvimento que
alcancaram no Brasil as investigagGes sobre as peconhas, o estudo de animais
peconhentos e a profilaxia e tratamento dos acidentes causados por serpentes,
escorpides e aranhas (VITAL BRAZIL, 1982).

As serpentes do género Bothrops vivem, geralmente, em locais Gmidos,
onde habitam roedores, porém, podem ser encontradas também em zonas rurais
e periferias de grandes cidades. De habitos noturnos e certa agressividade, elas
sao conhecidas vulgarmente por: jararaca, jararacugu, urutu, cofiara, jararaca-
do-rabo-branco, bocade-sapo e outros. De certa forma, a jararaca é a
responsavel pela quase totalidade dos acidentes no Sudoeste brasileiro (BRASIL,
2001).
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O género Bothrops apresenta varias subespécies e com elevada
distribuicao geografica. A Bothrops neuwiedi pauloensis € encontrada em regides
abertas do tipo campos e cerrados, nas zonas central e sul-ocidental do Estado
de Sao Paulo. S&o solendglifas, ou seja, apresentam presas com um canal
central por onde caminha o veneno, localizadas na regido anterior no maxilar
superior (FONSECA, 1949).

Muitas espécies de serpentes fazem parte do género Bothrops e se
encontram distribuidas do México até a Argentina (HOGE e ROMANO-HOGE,
1978).

No periodo de 1988 a 1993 foram notificados 12.639 casos de acidentes
por sempentes peconhentas no Estado de Sao Paulo, com 43 ébitos (0,34 %). O
diagnostico quanto ao género da serpente foi realizado em 11.297 acidentes,
sendo 9.828 (87%) por Bothrops, 1.359 (12 %) por Crotalus e 110 (1%) por
Micrurus, e 41 casos de dbito, sendo 28 (68,3%) por Bothrops e 13 (31,7 %) por
Crofalus (RIBEIRO et al., 1998).

Distarbios da coagulagdo, hemorragia, edema e necrose local, sio,
geralmente, os sintomas evidenciados por pessoas que sofrem acidentes com

picadas de serpentes botrépicas (HOMMA e TU, 1971; ROSENFELD, 1971).
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1.2. Definicoes de pegonha e de veneno

As peconhas sdo substincias tdxicas elaboradas por glandulas
especializadas (glandulas veneniferas), que servem a uma determinada
funcio, denominada venenosa ou peconhenta. A funcdo pegonhenta
desempenha papel relevante na sobrevivéncia do individuo, da colénia e
da espécie. Através dela, os animais: a) defendem-se ou defendem
a coldnia da agressdo de predadores (caso porexemplo, das abelhas e
vespas sociais, das lagartas-de-fogo, de varios batraquios), b) defendem-
se de eventuais predadores e capturam os animais que lhe servem de
alimento (caso, entre muitos outros, dos celenterados, das lacraias, dos
escomibes, das aranhas, dos tanatofidios), c) paralisam certos animais
-~ aranhas, lagartas ou mesmo insetos adultos que servirdio de repasto
as suas larvas (casodas vespas cacadoras), desempenhando, portanto,
papel essencial em seu ciclo evolutivo.

Querem alguns autores que a palavra veneno nio deva ser empregada
no sentido de peconha.

A confus3o entre veneno ou peconha nasce da leitura desatenta de tivros
franceses ou ingleses, traduzindo-se por mera analogia eufdnica, “venin” por
veneno e ndo por pegonha, como seria comreto. Tanto em francés como em ingiés,

“poison” € que significa veneno (MELLO-LEITAO, 1948).

st ——
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Na realidade, veneno, “venin®” e “venom” t&m a mesma origem
etimologica. Provém de venenum, palavra latina com varias acepcdes,
dentre as quais as de venenc, pegonha. Pe¢onha e “poison” derivam, por
sua vez, de pofio, onis que significa, em latim, beberagem medicinal,
remédio, pocdo, beberagem envenenada. A palavra peconha tem
significado mais restrito do que veneno, conforme esta mencionado no
paragrafo anterior e como esclarece CALDAS AULETE (1881) no verbete sobre
veneno.

veneno, s.m., substancia que tomada infemamente ou aplicada sobre um
corpo vivo € capaz de the destruir ou alterar as fungdes vitais. Se for um produto
de secregdo de um animal, toma vulgarmente o nome de pegonha {v.g. a pegonha
da vibora).

Ao contrario, pois, daqueles autores, é absolutamente correto 0 emprego
de veneno no sentido de peconha por ter significado abrangente e por sua
origem etimologica.

Assim & indiferente o dizer-se ou escrever-se peconha de
serpente ou veneno de escorpido. Emroneo seria usar a palavra peconha

para designar veneno, na acep¢ao geral da palavra (VITAL BRAZIL, 1982).
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1.3. Classificagbes dos animais peconhentos

Os  animais  peconhentos podem  dividir-se em: a) animais
peconhentos vulnerantes; b) animais peconhentos por contato; ¢) animais
peconhentos por projegdo (VELLARD, 1946). Os primeiros, que constituem
a grande maiona dos animais peconhentos inoculam  a secrecéo
vencnosa em suas vitimas -através -de .cerdas, -aclleos .ou -dentes,
como por exemplo as serpentes.  Os  segundos  elaboram substancias
toxicas que, ao contactar com a mucosa da boca do agressor,
promovem efeitos locais ou mesmo gerais que o desestimulam a
persistir na agressdo. Este grupo € representado por batraquios
(VITAL BRAZIL e VELLARD, 1926, MYERS e DALY, 1976), cujas
glandulas cutineas elaboram substincias téxicas (sapos do género Bufo,
ras da familia neotropica Dendrobatidae).

Os animais peconhentos do terceiro grupo sao capazes de projetar a
secrecado de suas glandulas veneniferas. Como seus representantes, podem ser
mencionadas as serpentes africanas da familia Elapidae, Naja nigricollis,
cuspideira preta como a denominavam os portugueses de Angola e a
Hemachatus haemachatus, a “spitting” cobra do sul da Afica. Se a
peconha projetada por esses tanatofidios vier a atingir os olhos da vitima,

provocara dor, cegueira passageira e conjuntivite subseqiente.
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As serpentes verdadeiramente venenosas ou pegonhentas podem ser
classificadas, segundo sua denticdo, em trés familias: Hidrophiidae, Elapidae e
Viperidae, possuindo esta Gltima duas subfamilias: Viperinae e Crotalinae
(VITAL BRAZIL, 1982).

As glandulas que produzem o veneno destas serpentes s&o encontradas
nos lados da cabegca e do pescogo, e enviam seus ductos pelas laterais
supralabiais do maxilar, penetrando assim numa bolsa complexa que envolve a
base dos dentes maxilares modificados em presas. O veneno consegue, assim,
descer através de um canal central neles existentes (GANS, 1978).

As serpentes podem ser divididas também em cinco familias: Viperidae,
Crotalidae, Elapidae, Hydrophiidae e Colubridae (MENGDEN, 1983;
MEHRTENS, 1987, CAMPBELL e LAMAR, 1989). No Brasil, encontram-se as
familias Elapidae, Crotalidae e Colubridae. Apenas o género Micrurus (coral) da
familia Elapidae pode ser encontrada no Brasil. Pertencentes a subfamilia
Crotalinae podemos citar os géneros: Crofalus, Lachesis e Bothrops. E
na familia Colubridae o género Philodryas (GANS, 1978; BRASIL, 2001).

Segundo CHIPPAUX et al. (1991), familias, géneros, espécies e
subespécies diferentes podem exibir variagbes quimicas na composigcdo

farmacolégica dos venenos, gerando também variagbes de atividades biolégicas.
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1.4. Geénero Bothrops

No periodo de 1990 a 1993, segundo a Coordenagdo Nacional de Controle
de Zoonoses e Animais Pegonhentos (CNCZAP) do Ministério da Saude, foram
registrados 81.611 acidentés com uma média de 20 mil casos anuais. A média
de incidéncia foi de 13,5 acidentes / 100 mil habitantes. A regido Centro-Oeste
apresentou o maior indice (33 acidentes/100 mil habitantes), logo em seguida pela
regido Norte (24 acidentes/100 mil habitantes), regido Sul (16 acidentes/100 mil
habitantes), regido Sudeste (13 acidentes/100 mil habitantes) e com o menor
indice, a regido Nordeste (7 acidentes/100 mil habitantes) tornando evidente a
falta de nofificacdo dos acidentes ocorridos e as dificuldades de acesso aos
servicos de saide dessa regido. Considerando os acidentes em que o género foi
informado, o acidente por Bothrops foi responsavel por 90,5 % dos casos, Crotalus
por 7,7 %, Lachesis por 1,4 % e Micrurus por 0,4 % (BRASIL, 2001).

A toxicidade da peconha de Bothrops é consideravelmente menor do
que a do veneno da cascavel sul-americana, principalmente quando
introduzida pelas vias intramuscular ou subcutdnea (VITAL BRAZIL, 191 1).
Este fato explica serem os acidentes botropicos, em geral, menos
graves do que os crotalicos.

Segundo VITAL BRAZIL (1911), a pegonha botrépica produz

estado de choque, intensa atividade proteolitica, coagulagdo sangiinea,
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hemorragias, liberacido de bradicinina, edema hemorragico local e
necrose tecidual (VITAL BRAZIL, 1982).

O veneno de Bothrops possui trés tipos de atividades diferentes, a saber:

a) proteoliica ou necrotizante, causa edema inflamatério e necrose
no local da picada.

b) hemorragica, o sangue tende ao extravasamento dos capilares para a
regido da picada, levando a uma formagéo de equimose.

c) coagulante, afetando os fatores de coaguiagso, fator trombina, fator Il
e X (Nahas et al., 1979) atuam sobre o fibrinogénio que é depletado nesse
processo, acarretando incoagulabilidade sangiiinea.

Fatores como sangramento fora do local da picada, aparecimento
de purpura, sangramento extrateciduais (gengivomragia), insuficiéncia renal
{(glomerulonefiite aguda), septicemia  (oriunda da regido da picada) e
choque podem determinar o obito (JORGE e RIBEIRO, 1990).

1.5. Bothrops neuwiedi

MANDELBAUM et al. (1984) isolaram do veneno de B. neuwied;
(jararaca pintada) dois fatores hemorragicos neuwiedi (NHF), composto de
duas proteinas, NHFa e NHFb, compeso molecular de 46000 e
58.000, respectivamente.
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QUEIROZ et al, (1985), perceberam que a fracdo ja citada
eracapaz de produzir uma série de lesdes locais do tipo hemorragia,
mionecrose e necrose, de maneira indireta. O fator hemorragico neuwiedi
analogamente ao veneno bruto e também capaz de produzir
hemorragia, mionecrose e necrose nas artérias musculares. A dose
minima de NHFa e NHFb necessaria para  produzir hemorragia e
mionecrose foi de 50ng, enquanto que a dose minima do
veneno bruto para produzir 0 mesmo efeito foi 20 vezes maior.
Portanto, o NHF & o principal fator responsavel pelo efeito local do
veneno de Bothrops neuwiedi MORENO e PRADO-FRANCESCHI
(1991), observaram em musculo biventer cervicis de ave, uma
atividade contraturante e bloqueadora neuromuscular usando veneno de
Bothrops neuwiedi pauloensis.

Num estudo comparativo realizado com nove espécies do género
Bothrops envolvendo a atividade PLA, das peconhas, foi observado
proteinas basicas, com atividade PLA, efou miotdéxica nos venenos de
B. jararacussu, B. moogeni, B. neuwiedie B.pradoi. Porém, no veneno
de B. jararaca, estas atividades mostraram-se discretas e ndo foram
detectadas em pequenas concentracdes de veneno de B. alfematus,

B. atrox, B.cotiara e B. erythromelas (MOURA DA SILVA et al, 1991).
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As PLA; detectadas no veneno de serpentes que fazem
parte do género Bothrops s3o, em certo gray, responsaveis
pelos efeitos locais decorrentes do acidente. VIDAL e STOPPANI
(1971), VIDAL etal. (1972), determinaram a atividade fosfolipasica
A, nos venenos de B. jararaca, B. jararacussu e B. altematus.
Outras fosfolipases A, foram isoladas de venenos botropicos, assim,
podem-se citar a B. neuwiedi (VIDAL et al., 1966), B. asper (ALAGON et
al., 1980; GUTIERREZ et ai., 1984), B. altematus (NISENBON et ai.,
1986), B. insularis (COGO etal., 1998).

A literatura tem enfatizado que venenos de serpentes,
pertencentes ao género botrépico, nao apresentam atividade
farmacoldgica destacavel sobre a jungdo neuromuscular (VITAL BRAZIL,
1982). De certa forma, a literatura dispde de poucos ftrabalhos que
relatam o efeifo neuromuscular desses venenos em preparacdes isoladas,
exceto  estudos realizados por RODRIGUES-SIMIONI et al, (1990),
através de pesquisas com as fragbes oriundas dos venenos de
B. lanceolatus  (LOBO-ARAUJO et al, 1990), B. jararacussu
(RODRIGUES-SIMIONI et al, 1983; HELUANY et al, 1992 OSHIMA-
FRANCO et al,, 2001), B. insularis (COGO et al., 1995), acdo do veneno
total de B. pirajai (COSTAetal., 1999), B. insularis (COGO et al.,, 1990,
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1990b, 1993), e efeitos do veneno bruto de B. neuwiedi pauloensis (ZAMUNER
et al, 1997, BORJA-OLIVEIRA et al., 2003 e DURIGON et al., (in press) ).

Mais recentemente, ZAMUNER et al. (1997) compararam o
efeito de varios venenos botrdpicos sobre a jungdo  neuromuscular.
Observaram que dos venenos botropicos estudados, apenas o veneno
de B. neuwiedi mostrou uma agao pré-sinaptica quando ensaiado em baixas
doses.

O estudo farmacologico dos venenos animais e de suas toxinas
€ da mais alta importdncia sob maltiplos aspectos. Em primeiro lugar,
somente através dele € possivel adquirir conhecimento adequado da
fisiopatologia dos envenenamentos e instituirem-se medidas racionais e
eficientes em seu tratamento.

Em segundo, tem revelado substincias que vém contribuindo, de
modo decisivo, para o esclarecimento, principalmente em nivel
molecular, de varios fendmenos fisiologicos e fisiopatologicos. Na
realidade, certas toxinas sdo, hoje em dia, “instrumentos de pesquisa”
indispensaveis nas méos de fisiologistas, farmacologistas e patologistas
(VITAL BRAZIL, 1982).

O estudo farmacoldgico dos venenos animais tem ainda revelado
algumas substincias promissoras em terapéutica, sendo possivel, no

futuro, a sua contribuicio neste setor. Finalmente, o conhecimento da
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estrutura quimica e das agbes famacolégicas das foxinas pode
contribuir para esclarecer relacoes taxondmicas entre animais venenosos

(MACCONNEL etal, 1976; MYERS e DALY, 1976).
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Estudar os efeitos farmacologicos da pegonha de Bothrops neuwiedi
pauioensis sobre preparacdes neuromusculares, através do registro miografico,
em musculos biventer cervicis de pintainho e nervo frénico-diafragma de
camundongo, e do registro eletrofisiolégico, em muasculo diafragma de

camundongo.




3 - Materiais e Métodos
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3.1. - Animais

Pintainhos da linhagem HY-Line W 36 foram utilizados com a idade de
4 a 8 dias, gentilmente fornecidos pela Granja ITO S/A.

Camundongos 'machos albinos Swiss, provenientes do Centro de
Bioterismo da UNICAMP, com peso entre 25 e 35g. Todos os animais
foram mantidos em ambiente com temperatura controlada e ciclos clarofescuro
de aproximadamente 12 h e fornecimento de agua e racdo ad libitum. Este
projeto, sob o protocolo n° 431-1 (anexo, p. 74), foi integralmente aprovado
pela Comissdo de Efica na Experimentacio Animal (CEEA-IB-UNICAMP) em

quatro de julho de 2002.

3.2. - Veneno

O veneno da serpente de Bothrops neuwiedi pauloensis foi gentilmente

cedido pelo Instituto Butantan, S3o Paulo - SP.
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3.3. - Ensaios biolégicos

3.3.1. - Preparacdo musculo biventer cervicis de pintainho

Os animais foram sacrificados sob anestesia com éter sulfirico. A
preparacd@o foi isolada e montada de acordo com o método descrito por
GINSBORG e WARRINER (1960). O masculo foi montado em uma cuba com
capacidade para 5 ml contendo solugdio de Krebs, (em mM): NaCl 118,6;
KCl 4,69; CaCl, 1,88; KH,PO, 1,17; MgS0Q, 1,17; NaHCO; e Glicose
11,65. A solucdo foi arejada de modo constante com carbogénio ( mistura
95% O, e 5% CO,) e mantida a 37 °C.

O misculo foi submetido a tensdo de 05gicm e estimulado
por meio de eletrodos bipolares posicionados na regido entre o
tenddo e omisculo com o objetivo de estabelecer uma
estimulacido de campo.

Estimulos supramaximais (de 0,1 Hz de freqiiéncia e 02 ms
de duracéo) provenientes de estimulador GRASS S48 foram aplicados

aomisculo e as contragbes musculares resultantes de estimulos elétricos
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maximais e as contraturas em resposta a adicéo de KCi (13,4 mM) e ACh (60
e 120 puM) foram registradas em fisiografo GOULD RS 3400 por
meio de um transdutor isométrico Load Cell BG-10 GM, durante 120
min. O registro das contraturas para KCl e ACh foi realizado com auséncia
de estimulacdo elétrica no inicio (antes da adicdo do veneno) e no final do
expenmento (apoés 120 min de incubagdo com 0 veneno).

Apos um periodo de estabilizacdo de 20 min, adicicharam-se
a cuba concentragbes individuais de 1, 5, 10, 50 e 100 pg/mido
veneno bruto para determinagao dos efeitos sobre a contracao
muscular.

Em alguns experimentos, a ACh foi adicionada ao banho em
doses maximais de forma curnulativa (concentracdo log-dose: 1 uM,
3uM, 10uM, 30 M, 100 uM, 300 uM, TmM, 3mMe 10 mM) antes e apds
a adicdo do veneno.

No estudo do veneno, foram realizados alguns experimentos usando-

se a temperatura do banho entre 20~ 24 °C.
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3.3.2. - Preparacgao nervo frénico-diafragma isolado de camundongo

Os animais foram anestesiados com cloral hidratado (300
mg/kg) e mortos, posteriormente, por seccio e exsangliinacdo dos
vasos cervicais. A retirada do nervo frénico masculo diafragma foi
cuidadosamente feita pelo método BULBRING (1946} modificado para
camundongos. Apéds a retirada do diafragma, juntamente com o nervo
frénico correspondente, o mesmo foi fixado, através dos musculos das
costelas, por dois ganchos existentes na base da cuba, contendo 5 mi da
solucdo nutritiva Tyrode, com a seguinte composicdo emmM:  NaCl 137;
KCI  27. CaCl; 1,8 MgCl. 049 NaHPO, 042, NaHCO,
11,9 e GCeHi:Os 11,1. A solucdo foi aerada constantemente com
carbogénio (mistura de 95 % de O, e 5 % de CO,) e mantida a 37 °C. O
misculo foi submetido a uma tens&o constante de 5 g/cm. A preparacao foi
exposta a estimulagdo elétrica (estimulador Grass $48) indireta (nervo
frénico), com pulsos supramaximais de 0,2 ms de duragdo e 0,1 Hz de
freqiéncia, ou direta, por meio de eletrodc conectado ao masculo
diafragma previamente curarizado, com pulsos supramaximais de 2 ms de
duracido e 0,1 Hz de freqiiéncia, por um periodo de 20. min.para. estabilizacio.
As contragbes musculares foram registradas em fisiografo Gould RS 3400,

através de transdutor isométrico Load Cell BG-10 GM.
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3.3.2.1. - Substituicido do Ca®*" pelo Sr*

Algumas preparagbes incubadas com o veneno (50 ug/mi) foram
submetidas a estimulagio elétrica indireta em meio nutritivo Tyrode ja
descrito no item 3.3.2. (pag. 20) onde o Ca* (1,8 mM) foi substituido pelo

Sr** (4 mM), (COGO etal., 1998; RODRIGUES-SIMIONI et al., 1999).

3.3.2. 2. - Estudo eletrofisiologico

O registro dos potenciais de repouso (PR) e dos potenciais
de placa terminal em miniatura (pptm) foram determinados, usando-se a
preparacdo nervo frénico-diafragma isolado de camundongo. 8]
misculo distendido em cémara de lucite com capacidade de 3mi, a
temperatura ambiente, foi imerso em solugdo nutritiva Tyrode e
arejada constantemente pelo borbulhamento de carbogénio (mistura
95% O, e 5% de CO,, pH 7,4). Microeletrodos  preenchidos com

KCl 3M, e com uma resisténcia entre 10-25 MQ foram introduzidos
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intracelularmente tanto para a medida do PR das fibras musculares como para
o registro dos pptms, os quais foram registrados em osciloscopio
TEKTRONIX, modelo 3 100 com memdria e fotografados (camara
polarbide) ou registrados em papel no aparelho fisiégrafo GOULD RS3400. O
PR foi registrado em osciloscopio TEKTRONIX cuja medida foi avaliada tanto
na regiado das placas terminais como aleatoriamente em regides distantes
destas (fibras musculares). Os registros intracelulares, pptm e PR,
foram realizados aos 5, 10, 15, 30, 60, 90 e 120 min apods a adicéo de
20 pg/ml do veneno bruto e apés a  lavagem da preparagdo. O registro
controle obedeceu aos mesmos parametros, porém, sem a adicio do veneno

bruto.

3.3.3. - Estudo com d-tubocurarina (d-Tc)

Preparagdes submetidas & estimulagio elétrica direta foram
previamente curarizadas. Ap6s a realizacéio de varios experimentos com a
d-Tc (n = 3), determinou-se que a concentragdo necessaria para se obter a

curarizacao adequada em preparagio masculo diafragma de camundongo e
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miscuio bivenier cervicis de pintainho, seria de 5 e 8 ug/mti, respectivamente.

Doses superiores a essa concentracio produziam a mesma resposta.

3.4. - Reagentes
SrCl; . 6H,O0 MW 2666 (Sigma — Aldrich Co), d-tubocurarina
(Abbot Laboratérios do Brasil, Ltda, S&o Paulo - Brasil), ACh 110 uM

(Sigma Chemical Company, EUA), KCI 134 mM (Labsynt Produtos para

Laboratdrios Ltda, Sao Paulo - SP.).

3.5. - Analise estatistica
Os resultados foram representados pela média de experimentos + erro

padrao. A significancia foi obtida através do teste nao-pareado {-Student e

considerado como p<0,05.
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4.1. Estudo miografico do veneno bruto

4.1.1. Preparagao musculo biventer cervicis de pintainho

41.1.1. Estimulacado elétrica indireta

O bloqueio neuromuscular mostrou-se dependente da dose para as
concentracdes de 1, 5, 10, 50 e 100 ug/ml (n= 4-6), pois, tais concentracbes
determinaram 50% de bloqueio apés 119, 645+43, 465+35, 307 +
3.0 e 240 %= 4,2 mindeincubagdo, respectivamente (Fig. 1).

O veneno de Bothrops neuwiedi pauloensis, incubado com preparacdes
neuromusculares isoladas, na concentracido de 5 ug/ml, deteminou bloqueio
completo e irreversivel da resposta contratil sob estimulacio elétrica indireta em
120 min, sem, no entanto, inibir a resposta contraturante a ACh e ao potassio
e sem produzir contraturas. A ocoméncia de contratura foi dependente da
concentracdo e iniciou-se a partir de 10 ug de veneno/ml. Nesta concentracdo

(10 ug/ml), o veneno produziu também bloqueioc da resposta a0 potassio sem
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inibir a resposta a ACh. Concentragbes mais elevadas (50 e 100 pg/mi)
determinaram  bloqueio total das respostas contraturantes 2 ACh e ao
potassio (Fig. 2 ).

Em preparac@o de pintainho tratadas com 20 pg/mi de veneno (n = 4),
adicionou-se ao banho ACh em doses cumulativas antes e-apds-a incubacao do
masculo biventer cervicis. A curva da ACh, em doses cumulativas, na vigéncia de
bloqueio, foi semelhante aquela observada na auséncia do veneno, ou seja, em
condicGes-controle. A concentracio de 20 pg/ml foi eficiente em determinar nao
somente o bloqueio completo das respostas musculares ao estimulo elétrico

indireto mas também de causar uma marcante contratura (Fig. 3).
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Figura 1. Efeito do veneno de Bothrops neuwiedi pauloensis sobre o bloqueio da
resposta contratili da preparacdo musculo biventer cervicis de pintainho, sob
estimulag&o elétrica indireta. Em A, controle, 1 e 5 ug/ml. Em B, controle, 10, 50
e 100 ug/mi. Cada ponto representa a média de experimentos + erro padrdo
(n=4-6). () nivel de significancia das concentragdes individuais em relacéo

ao conirole (p< 0,05).
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Figura 2. Registro miografico do efeito do veneno de Bothrops neuwiedi
pauloensis sobre a preparacdo musculc biventer cervicis de pintainho, sob
estimulagdo elétrica indireta (pulsos supramaximais de 02ms e 0,1Hz). O
banho foi mantido a temperatura de 37 °C. Em A, o controle realizado com a
solugdo nutritiva Krebs. Em B, C, D e E, o efeito dose-dependente do veneno, que
foi adicionado no tempo zero (indicado pela flecha), nas concentracdes de 5, 10,
50 e 100 ug/ml, respectivamente. A resposta confraturante para a adigéo
de ACh (& 110uM) e KCI (® 13,4 mM) foi registrada antes e apéds a
adicdo do veneno. Calibracdo - 0,5 g/lem.
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Figura 3. Registro miografico do efeito do veneno de Bothrops neuwiedi
pauloensis sobre a preparacdo musculo biventer cervicis de pintainho, sob
estimulacéo elétrica indireta (pulsos supramaximais de 02ms e 0,1 Hz). A
temperatura do banho foi mantida a 37 °C. O veneno (20 pg/ml) foi adicionado
no tempo zero (indicado pela flecha). Notara resposta contraturante para
as doses cumulativas de ACh (A) em concentragdo log-dose (1uM, 3uM, 10uM,
30uM, 100pM, 300uM, 1mM, 3mM e 10 mM) antes e ap6s a adicio do veneno.
Calibragdo - 0,5 g/cm.
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4.1.1.1.1. Influéncia da temperatura sobre o bloqueio neuromuscular

induzido pelo veneno de Bothrops neuwiedi pauloensis

Experimentos simultidneos, com musculos contralaterais e usando a
mesma solucdo de veneno, mostraram que, em preparagbes mantidas a baixa
temperatura (20 — 24 °C), o veneno (50 ug/ml; n =4) n3o determinou bloqueio
significativo apés 100 minutos de incubagio e nem mesmo contratura.  Nestas
condicbes, a resposta contraturante a adicdo de potassio e de ACh nao foram
afetadas (Fig. 4).

Nos experimentos-controle, o registro das contracdes permaneceu estavel
(99,5% de resposta durante 120 minutos em solucio nutritiva Krebs: n=4), assim

como as respostas a ACh e ao potassio.
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Figura 4. Registro miografico do efeito do veneno de Bothrops neuwiedi
pauloensis sobre a preparacdo musculo biventer cervicis de pintainho,
sob estimulacdo elétrica indireta (pulsos supramaximais de 02 ms e 0,1
Hz). O banho foi mantido a baixa temperatura (20 °C). Em A, o controle, em
B, o veneno, na concentragdo de 50 ug/ml, foi adicionado no tempo zero
(indicado pela flecha). A resposta contraturante para a adicdo de
ACh (A 110 uM) e KCI (® 134 mM) foi registrada antes e apds a adicdo
do veneno. A e B apresentam semelhante posicdo na escala de tempo.
Calibragdo - 0,5 g/cm.
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4.1.1.2. Estimulagio elétrica direta

Submetendo-se a preparagdo a estimulagio elétrica direta e a
incubacdo com d-Tc (8 ug/ml, n=3), na maioria dos casos, obteve-se uma
resposta residual proveniente de variagbes da estimulagdo de campo.
Ao se utilizar concentragbes superiores a 8 ug/ml de d-Tc nido foi
observado aumento proporcional do bloqueio das contracdes musculares,
portanto, essa concentracdo de curare foi considerada como dose
suficiente para a curarizagdo total da preparagdo. A preparacdo
curarizada foi submetida a estimulagio elétrica direta antes e ap6s 90 min de
incubacdo com o veneno em duas diferentes concentragdes 20 e 50 pg/mi.
Quando se utilizou a dose de 50 ug/ml, mas nio na dose de 20 pg/ml (n = 3),
observou-se um bloqueio parcial das contragdes musculares em resposta ao

estimulo elétrico direto (60 +7%; n = 3; p<0,05) (Fig. 5).
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Figura 5. Registro miografico do efeito do veneno de Bothrops neuwiedi
pauloensis sobre a preparacdo miusculo biventer cervicis de pintainho
curarizada. Estimulos elétricos diretos (40 V) foram aplicados antes e apés a
adigdo do veneno. A temperatura do banho foi mantida a 37 °C. EmA, o
controle, em B e C, o veneno, nas concentracbes de 20 e 50 ug/ml,
respectivamente, foi adicionado no tempo zero (indicado pela flecha). A resposta
contraturante para a adicdo de ACh (A 110 uM) foi registrada antes e
ap6s a adigdo do veneno. Calibracdo - 0,5 g/cm.
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4.2. Preparacio nervo frénico-diafragma de camundongo

4.2.1. Estimulagao elétrica indireta e direta

A incubacdo da preparacao nervo  frénico-diafragma de
camundongo, sob estimulacdo elétrica indireta, com o veneno nas
concentracbes de 20 e 50 ug/ml determinou um bloqueio irreversivel e
proporcional a concentracdo da resposta contrati (60+10%, n=6,
P<005 e 96+3%, n=5, p<0,05, respectivamente), ap6s 120 min (Fig.
6 e 8B, C). O bloqueio neuromuscular mostrou-se dependente da dose para
as concentragbes de 20 e 50 pg/ml, pois tais concentragbes determinaram
50 % de bloqueio apés 110,7 + 7,0 e 40,0 + 12 min de incubagso,
respectivamente (Fig. 6). Preparagbes submetidas aos mesmos parametros de

estimulacéo, porém, na auséncia de veneno (controle) estio ilustradas na Fig. 8A.
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Figura 6. Efeito do veneno de Bothrops neuwiedi pauloensis sobre a

preparacdo nervo frénico-diafragma de camundongo, sob estimulagdo elétrica
indireta. A temperatura foi mantidaa 37 °C. Cada ponto representa a média

de experimentos + erro-padréaoc (n = 4 - 6).

concentragfes individuais em relacdo ao controle (p< 0,05).

(*) nivel de significancia das




Resultados e0

4.2.1.1. Efeito da substituicio do Ca™ pelo Sr*'

Quando preparagbes incubadas com veneno (50 ug/mi) em Tyrode, com
a substituicdo do Ca® (1,8 mM) pelo Sr** (4mM) foram observadas, até os 80
min, a inibicdo total do bloqueio e, aos 120 min, apenas um bloqueio
parcial da resposta contratii sob estimulacdo elétrica indireta (40 + 7,8%;
p<0,05 n=3) (Fig.7e8D). Nenhuma das preparacdes exibiu a contratura
caracteristica, cbservada em biventer cervicis, induzida pelo veneno em
concentracdo igual ou superior a 20 pg/mi (Fig. 8B-D). Ndo houve o
restabelecimento da resposta contrati apds sucessivas lavagens com a
solugdo nutriva Tyrode (Fig. 8B-D). Nenhum blogueio neuromuscular
significativo foi observado, quandc se utilizaram concentracées inferiores a

20 pg/mi.
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Figura 7. Efeito do veneno de Bothrops neuwiedi pauloensis sobre a
preparacdo nervo frénico-diafragma de camundongo, sob estimulagdo elétrica
indireta e na auséncia de célcio. A temperatura foi mantidaa 37 °C. Cada
ponto representa a média de experimentos + erro-padrdo (n = 3). (*) nivel de
significancia entre as conceniracgdes individuais e o controle (p<0,05).
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42.1.1.1. Estudo comd-Tc

Na concenfracdo de 50 pg/mi, o veneno produziu inibicdc das
contracdes neuromusculares (80 £ 8%; p < 0,05 n=6) em resposta a

estimulacéo elétrica direta em preparacdes previamente curarizadas (d-Tc,

5 ug/mi), (Fig. 8E).
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Figura 8. Efeito do veneno de Bothrops neuwiedi pauloensis em
preparacdo nervo frénico-diafragma de camundongo, sob estimulacio elétrica
indireta. Em A, registro controle (Tyrode; n=4). Em B e C, apés
estabilizacao (15 min) no tempo zero (indicado pela fecha), o veneno na
concentracdo de 20 € 50 ug/ml (n=6 e n=25), respectivamente, foi
adicionado aobanho. Em D, efeito do veneno (50 ug/ml; n = 3), quando o
Ca® (1,8 mM) foi substituido por Sr** 4 mM). Em E, 50 ug/ml do veneno
(n = 6), sob estimulag3o elétrica direta, preparagdo curarizada (d-Tc 5 pg/mi).
A, B, C e D apresentam semelhante posicdo na escala de tempo.
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4.3. Medida de potenciais bioelétricos

4.3.1. Potencial de repouso (PR)

Utilizou-se a preparacdo musculo diafragma de camundongo para a
medida do PR em regido de placa (RP) e distante de placa (DP). A medida
do potencial de repouso da membrana muscular foi feita aos 5, 10, 15, 30,
60,90 e 120 min apés a adigdo do veneno (20 ug/ml). Antes da adicio,
estabeleceu-se um controle. (Tab. 1 e 2).

Num tempo inferior a 15e 30 min de incubacdo com o veneno,
Tab. 1 e 2, nesta ordem,  observou-se alteracdo significante (p<0,05) do
potencial de repouso (-74,45 + 1,87, RP) e (-67,87 =+ 3,05, DP),
respectivamente. Aos 60, 90 e 120 min, em regibes da placa (RP) e
distante da placa terminal (DP), observou-se uma diminuicdo do PR (RP: -
80,75 + 1,38 mV, controle, para -50,5 + 35mV: —4129 +363mV e~-

3483 £2,74mV)e (DP: —77,37 + 1,41 mV, controle, para -5425 + 225
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mV; 4458 + 3,94 mV e -36,33 + 3,19 mV) respectivamente (em 24 fibras
musculares; p<0,05; n=4), (Tab.1e2, Fig. 9). Assim, ndo se observou
diferenca significativa nos valores de PR das fibras empaladas, na regido da

placa, ou fora dela, na concentragdo utilizada.
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Tabela 1 - Medida do potencial de repouso da fibra muscular na RP (-mV) tratada com o veneno

to ts t1o tis tao tso too t120
Controle

(Tyrode)

90 87 80 53 44 72 45 33
86 88 78 75 50 65 40 44
84 86 83 80 73 53 35 50
66 80 78 54 43 50 50 54
72 82 89 73 40 53 47 20
72 67 79 80 80 60 55 34
Experimento 1

80 77 86 83 86 49 58 45
90 83 74 80 89 35 43 38
89 82 71 76 76 68 40 34
75 80 88 72 70 70 35 30
88 88 71 72 81 59 40 50
88 90 90 80 74 63 65 36
Experimento 2

85 78 78 90 65 42 61 40
73 80 76 72 82 65 48 40
84 79 71 80 70 72 60 35
89 72 80 72 82 53 68 50
76 74 90 62 78 60 50 50
74 75 72 68 79 57 60 50
Experimento 3

82 78 65 90 80 20 14 10
80 89 70 70 63 20 19 12
78 65 86 70 85 53 18 26
82 70 80 73 60 20 12 23
80 86 78 82 40 30 16 22
75 90 70 80 43 23 12 10
Experimento 4

Média 80,75 80,25 78,45 74,45 68,04 50,50 41,29 34,83
EP 1,38 1,46 1,45 *1,87 *3,31 *3,50 *3,63 *2,74

Em cada experimento, determinou-se o PR em preparacdo musculo diafragma de
camundongo, nos tempos indicados. Os dados correspondem a média + EP de quatro
experimentos (p<0,05) com a concentragdo (20 pug/ml) do veneno bruto. (+) nivel de
significancia entre a concentracio individual e o controle (p<0,01).
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Tabela 2 - Medida do potencial de repouso da fibra muscular na regido DP (-mV) tratada com o
veneno

to ts t1o tis ts0 ts0 too t120
Controle

(Tyrode)

86 72 80 83 64 74 60 50
83 70 61 60 60 60 50 25
86 81 83 72 60 51 40 35
72 60 73 66 65 51 60 43
67 87 73 90 50 49 57 53
80 77 72 88 83 47 50 52
Experimento 1.

75 76 76 80 80 64 58 40
86 66 66 g0 86 64 46 42
85 73 73 80 80 60 60 57
83 80 80 87 90 50 60 42
90 88 88 90 85 49 40 57
78 85 85 80 84 70 60 26
Experimento 2.

72 80 75 60 73 62 69 40
70 70 77 87 72 67 46 45
72 82 77 75 77 71 60 37
70 78 80 77 85 50 60 47
74 85 82 80 75 58 62 50
77 82 72 80 64 60 47 49
Experimentc 3.

80 90 30 80 67 47 18 17
70 65 73 78 45 36 12 20
70 a0 66 80 47 41 12 10
87 90 90 68 50 35 17 11
71 88 84 87 57 44 12 12
73 74 60 60 40 42 14 12
Experimento 4.

Média 77,37 78,70 78,5 78,66 67,87 54,25 44 58 36,33

EP 1,41 1,76 1,68 2,00 *3,05 *2,25 *3.94 *3,19

Em cada experimento, determinou-se o potencial de repouso em preparagdo mdscuio
diafragma de camundongo, nos tempos indicados. Os dados correspondem & média =
EP de quatro experimentos (p<0,05) com a concentracdo (20 ug/ml) do veneno bruto. (#)
nivel de significancia entre a concentracao individual e o controle (p< 0,05).
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Figura 9. Efeito do veneno de Bothrops neuwiedi pauloensis (20 ug/mi; n = 4),
sobre a preparacdo musculo diafragma de camundongo. Leitura do registro dos
potenciais de repouso dentro e fora de placa em relagdo aos seus controles.
Cada ponto nesta representacdo grafica representa a média de experimentos +
erro-padrdo. (*) nivel de significAncia enfre a concentracdo individual é os

controles (p< 0,01).
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4.3.1.1. Potencial de placa terminal em miniatura (pptm)

A acgdo do veneno de Bothrops neuwiedi pauloensis (20 pg/mi;
n=4) sobre os pptms, caracterizou-se, de uma forma gerai, por um
aumento da freqiiéncia desses potenciais. Aos 5, 30, 60 ¢ 890 min de incubagao
com o veneno, a freqiiéncia foi elevada de 48 + 2 (controle) para 104 + 3,
134+£6, 201+ 8 e 225 + 3 (p< 0,05), respectivamente, chegando a 281+3
aos 120 min, (Fig. 10). Foi observado um aumento no nimero de potenciais
gigantes emtorno de 25+ 1,5 % (p<0,03).

A figura 11 mostra o aparecimento de “bursts” que n&o foram incluidos no
histograma pela dificuidade encontrada em contar e medir os pptms das
preparacdes tratadas com 20 pg/mi do veneno.

Estes resultados sugerem que o veneno bruto de Bothrops neuwiedi
pauloensis atue de maneira facilitadora na ftransmiss&o sinaptica,

despolarizando também a regido distante de placa.
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Figura 10. Represeﬁtagéo grafica do efeito do veneno de Bothrops neuwiedi
pauloensis (20 pg/mi; n = 4) sobre a freqiiéncia (pptm/min) e amplitude (mV) de
potenciais bioelétricos obtidos de preparagdes nervo frénico-diafragma de
camundongo, nos tempos indicados na legenda. Observar o aumento da
frequéncia a partir dos 30 min (p<0,05). Cada ponto representa a média * erro
padrdo. A, leitura zero dos potenciais bioelétricos. (*) nivel de significancia entre

a concentragdo individual e o controle (p< 0,05).
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Figura 11. Registro de pptm em preparacdo nervo frénico-diafragma de
camundongo tratada com o veneno de Bothrops neuwiedi pauloensis (20
pg/ml). Em A, o controle. Observar tanto em B como em C (60 e 90 min,
respectivamente) o aumento imensuravel de pptms e o aparecimento de

potenciais gigantes. Varredura: 2ms/cm. Calibragdo: 1mV/icm.




5 - Discussdo




Discussdo 103

Embora os venenos botropicos, de modo geral, ndo produzam
nenhum sinal clinico de neurotoxicidade nos acidentes, o veneno de varias
espécies pode produzir bloqueio neuromuscular in vitro (RODRIGUES-SIMIONI
et al, 1983; LOBO-ARAUJO et al., 1990; HELUANY, etal, 1992; COGO
et al, 1990, 1990b, 1993; ZAMUNER et al., 1997; COSTA et al,, 1999,
OSHIMA-FRANCO et al., 2001, BORJA-OLIVEIRA et al., 2003 e DURIGON et
al., (in press)).

O bloqueio neuromuscular produzido pela incubagdo do veneno bruto (1, 5,
10 e 20 ug/ml) de Bothrops neuwiedi pauloensis em preparacao biventer cervicis
de pintainho sugere que o bloqueio se deve a ndo interagdo com os receptores
nicotinicos da placa motora, pois ficou mantida a resposta contraturante a ACh,
ap6s a incubagdo com o veneno (ZAMUNER et al., 1997).

A presenca de componente(s) de a@o pré-juncional na pe¢onha de
Bothrops neuwiedi pauloensis € fortemente reforcada, nao s6 pelo fato de
ocorrer aumento na freqiiéncia dos pptms como também pelo aparecimento de
potenciais gigantes, definidos como potenciais com uma amplitude média maior
que os potenciais registrados na auséncia de tratamento (LEE et al., 1985).

Estes resultados sugerem fortemente que o veneno quando ensaiado em




concentragdes inferiores a 20 pg/mi, produz bloqueio neuromuscular por atuar em
sitios pré-sinapticos.

A inibicgo parcial da resposta contratii sob estimulagio elétrica direta,
utilizando-se doses superiores a 50 pg/ml, nas preparagbes biventer cervicis de
pintainho e nervo-frénico diafragma de camundongo, corrobora as suspeitas de
que o veneno de Bothrops neuwiedi pauloensis apresenta, também, efeito
miotoxico, quando ensaiado em doses elevadas (acima de 50 ug/ml) que ficou
demonstrado nos estudos realizados por ZAMUNER et al., 1997 na mesma
preparacao. Esse efeito tem sido relatado para outros venenos
botrépicos, como os de Bothrops jararacussu (RODRIGUES-SIMIONI et al.,
1983), Bothrops insularis (COGO etal., 1993), Bothrops pirajai (COSTA et al.,
1999), Bothrops neuwiedi pauloensis (BORJA-OLIVEIRA et al., 2003) e
DURIGON et al., (in press)).

Em contrapartida, em concentracio dez vezes menor, ou seja,
S5 pg/mi, 0 veneno produziu um bloqueio imreversivel das contragdes
musculares sob estimulacio elétrica indireta sem abolir a resposta ao
potassio e & ACh em preparacio de ave. Portanto, o veneno de Bothrops
neuwiedi pauloensis, em baixas concentragdes (5 a 20 ug/ml), exerce um

efeito  neurotdoxico pré-sinaptico, enquanto s&0 necessarias altas
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concentragbes (50 a 200 pg/mi) para produzir um efeito miotéxico (ZAMUNER et
al., 1997, BORJA-OLIVEIRA, et al., 2003 e DURIGON et al., (in press)). Baixas
concentragbes de veneno podem revelar a presenca de neurotoxinas,
enquanto altas concentragSes podem ser necessarias para indicar a possivel
presenca de componentes miotoxicos (HARVEY et al., 1994). A atividade pré-
sinaptica de uma neurotoxina pode abolir a contragido evocada, sem afetar a
resposta do agonista colinérgico e a resposta do muasculo por contratura induzida
pelo potassio (BARFARAZ e HARVEY, 1994), porém o veneno de Bothrops
neuwiedi  pauloensis também  bloqueou a resposta ao potassio em
concentragbes mais altas (10 pg/ml), o que indica igualmente a presenca de
componentes miotdxicos.

Assim, o efeito miotoxico manifestou-se através do bloqueio da
resposta ao potassio em preparacdo de ave e das contragbes em resposta a
estimulagao elétrica direta em preparagbes curarizadas de ave e mamifero, da
reducdo dos valores do potencial de repouso nas regides distantes da placa
motora em diafragma de mamifero, além da mionecrose e aumento na liberagdo
da CK descritas por ZAMUNER et al. (1997), usando a concentragdo de 200
pg/ml na mesma preparacao. De fato, o veneno de Bothrops neuwiedi

pauloensis promove uma considerave! liberacido de CK somente em doses




superiores a 100 ug/mli com correspondente miotoxicidade (ZAMUNER et al.,
1997). O que é outro fator indicativo da presenca de componente miotdxico no
veneno, o qual exibe seu efeito quando o veneno é ensaiado em doses
superiores a 20 ug/ml. As pegonhas botropicas possuem a capacidade de liberar
CK devido aos componentes que rompem a membrana celular. A CK é uma
enzima que se situa ao nivel de pontes entre os filamentos de miosina, na regiao
M da fibra muscular e transfere grupos fosfato da fosfocreatina ao ADP,
transformando-se em ATP (Reacdo de Lohmann), que é rapidamente utilizado
pela célula como fonte imediata de energia para a contragdo muscular. Esta é
uma enzima essencialmente citoplasmatica, e seu aparecimento no liquido
nutriivo ou no soro de individuos pode identificar alteragcbes na
permeabilidade da membrana muscular ou mesmo lesdo celular (SUAREZ-
KURTZ, 1983). Na literatura, s3o encontrados muitos autores que
relacionam a lesd@o celular aos niveis de CK liberado (GUTIERREZ et al.,
1980; MELO e SUAREZ-KURTZ, 1985; MELO e SUAREZ-KURTZ, 1987:
MORENO e GUTIERREZ, 1988; CALIL-ELIAS et al., 2002; SOUZA et al., 2002
PRIANTI et al., 2003. Em todas as preparacdes de ave em que a
temperatura do banho foi mantida a 37 °C, o veneno exibiu o efeito dose-

dependente. Entretanto, nos experimentos realizados em temperatura ambiente
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(20 - 24 °C), observou-se, auséncia de contratura, e ainda, as respostas
contraturantes a adicdo de potassio e acetilcolina estavam inalteradas, o que
sugere que o efeito bloqueador neuromuscular deste veneno pode estar
relacionado a um componente com atividade enzimatica dependente da
temperatura. O fato de adigdes do veneno as preparagbes nervo frénico-
diafragma de camundongo em solugdo nutritiva (Tyrode), em que o calcio foi
substituido por estroncio, ter demonstrado auséncia de bloqueio, também sugere o
envolvimento de componentes com agdo enzimatica neste efeito. O estroncio
substitui o calcio na liberagdo do neurotransmissor, mas é um pobre ativador da
acdo catalitica (SCHIAVO et al., 2000).

Os venenos s&o compostos por misturas de toxinas e, segundo HARVEY et
al., 1994, neurotoxinas presentes nos venenos de serpentes que causam paralisia
neuromuscular agem pré-juncionalmente, interferindo sobre a liberagio de ACh
ou pos-juncionalmente, bloqueando os receptores para @ ACh. As fosfolipases
neurotoxicas pré-sindpticas sdo potentes neurotoxinas que inibem
especificamente a liberagdo de ACh das sinapses colinérgicas periféricas. Todas
as fosfolipases neurotoxicas exibem o mesmo efeito trifasico sobre a liberacio do
neurofransmissor em preparagdes neuromusculares isocladas, ou seja, uma

depressdo inicial seguida por um aumento fransitorio e entdo uma inibicio
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progressiva levando a um bloqueio irreversivel da neurofransmissdo (CHANG,
1985, HAWGOOD, 1982). Algumas neurotoxinas pré-sinapticas consistem em
uma Gnica cadeia polipeptidica tais como a notexina do veneno de Notechis s.
scutatus (HALPERT e EAKER, 1976) e a ammoditoxina (RITONJA e
GUBENSEK, 1985).

A neurotoxina dimérica mais estudada, crotoxina de Crotallus durissus
terrificus consiste numa associagio nao-covalente de uma subunidade basica
(crotoxina B) e uma subunidade acida nao enzimatica e nao toxica (crotapotina)
(RADVANY1 e BON, 1984; DELOT e BON, 1993).

A  p-bungarotoxina encontrada nos venenos de serpentes do
género Bungarus (KONDO et al, 1978) resulta de uma associacao
covalente de uma cadeia A (subunidade fosfolipasica A;) e uma cadeia B
(um polipeptidio ndo enzimatico). As neurotoxinas multiméricas s3o
formadas por uma associagio ndo covalente de varias subunidades
homologas (PLAz) com, pelo menos, uma delas sendo enzimaticamente
ativa.

Assim, o veneno total de Bothrops neuwiedi pauloensis deve
encerrar toxinas que s3o potentes bloqueadores neuromusculares

desde que determinou o bloqueio da transmissdo do impulso nervoso




em doses semelhantes aquelas usadas com venenos crotalicos. No
entanto estas toxinas teriam sua atividade mascarada por miotoxinas cujos efeitos

manifestam-se quando ensaiadas em concentragbes crescentes a partir de

20 pg/mi).
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O veneno de Bothrops neuwiedi pauloensis apresentou caracteristicas que

sugerem sua atuacao preferencial em sitios pré e pés-sinapticos, tais como:

= A manutengdo da resposta a ACh apos bloqueio neuromuscular completo em
baixas concentracdes (5 ug/ml), sem induzir contratura ou abolir a resposta ao

potassio, em prepara¢io neuromuscular de ave.

= Pronunciado aumento da freqiiéncia dos potenciais de placa terminal em

miniatura, anterior a diminuicdo do potencial de repouso na placa terminal.

= Presenca de contratura e bloqueio da resposta ao potassio em altas

concentragbes (acima de 10 ug/mi), em preparagio neuromuscular de ave.

= Bloqueio das contragbes diretamente evocadas, em preparacdes de

pintainho e camundongo.
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= Despolarizaco da fibra muscular esquelética em diafragma de camundongo.

= A atividade do veneno parece estar relacionada com sua atividade enzimatica,

uma vez que mostrou ser temperatura e calcio dependente.
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