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I - INTRODUGAO

As serpentes pegonhentas conhecidas popularmente como
corais s3o as representantes da familia Elapidae no continente
americanc. Esta familia & constituida por mais de 120 espécies e
subespécies, distribuidas nos géneros Micrurus, Leptomicrurus e
Micruroides (ROZE, 1982; CAMPBELL & LAMAR, 1989). O género
Micrurus, que engloba provisoriamente as serpentes do género
Leptomicrurus (ROZE, 1982), compreende todas as espécies
encontradas nas Américas, com excecdo da coral Micruroides
euryxanthus do México e Estados Unidos. Esse género possui ampla
distribuic8o geogrdfica, ocorrendo nos Estados Unidos (Micrurus
fulvius), México e América Central, estendendo-se ainda até o
Uruguai e norte da Argentina (SHAW,1971). As corais, como
representantes da familia Elapidae, sdo tanatofidios terrestres
pertencentes & série proterdglifa, isto &, apresentam em sSua
denticdo aparelho inoculador de veneno composto por presas
curtas, permanentemente eretas e situadas na frente do maxilar.

A familia Elapidae possui representantes na América,
fisia, Africa, Austrédlia e Nova Guiné, perfazendo um total de 43
géneros. Dentre as serpentes elapidicas da Asia e Africa
destacam-se as "cobras" ou najas (Naja naja e Ophiofagus hannah
da Asia, e Naja nigricolis, N. nivea, Hemachatus haemachatus, da
ffrica), as "kraits" (véarias espécies de Bungarus da Asia), as
nmambas" (varias espécies de Dendroaspis da Africa), etc.. Na
Australia e Nova Guiné, todas as serpentes peconhentas conhecidas

pertencem a familia Elapidae.



No Brasil, apesar da existéncia de 9 espécies e de sua
ampla distribuigdo geogréafica, os acidentes causados pelas
Micrurus sioc relativamente raros. Dos 70.600 acidentes ofidicos
reportados pelo Programa Nacional de Ofidismo do Ministério da
Satide do Brasil, no periodo de junho de 1886 a dezembro de 1989,
apenas 0,47% (333} sao atribuidos &g corais (RESENDE et al.,
1989; MINISTERIO DA SAUDE, 1990). A gquase totalidade dos
acidentes & provocada pela manipulacdo das serpentes, sem as
devidas precaug¢des e técnica, por individuos que as tomam pelas
falsas corais (serpentes ndo pe¢onhentas e, muitas vezes,
absolutamente inofensivas). Sua natureza inofensiva, Jjuntamente
com sua coloracio atrativa (anéis alternados em vermelho, amarelo
ou brance, e preto), tem em muitas ocasides induzido ao seu
manuseio, particularmente por criancas, e muitas vezes Com
impunidade.

Embora raros, os acidentes provocados pelas corais sdo
frequentemente gravissimos, podendo sobrevir a morte em poucas
horas se as vitimas n8o forem tratadas convenientemente. Os
sinais e sintomas do envenenamento por Micrurus sdo resultantes
de uma paralisia progressiva da musculatura esquelética, a qual
pode evoluir até faléncia respiraté4ria e morte, ao menos que a
vitima receba ventilacdo artificial. Os efeitos resultantes da
paralisia ocorrem nas primeiras 2-6 horas do envenenamento, e
podem levar até 48 horas para atingir intensidade mixima. Estes
consistem em sintomas sistémicos como euforia, néusea, vdmito,

salivagdo excessiva, parestesia na extremidade picada, ptose,



fraqueza, reflexos anormais, paralisia motora, depresséo,
dispnéia e paralisia respirat6bria (CAMPBELL & LAMAR, 1989).

Apesar do grande numerc de espécies de corais, de sua
ampla distribui¢8o geogrdfica no continente americano, e da
gravidade do acidente provocade pelas Micrurus, o estudo dos
venenos de tais serpentes tem recebido pequena atengio. Em parte,
isto ocorre pela dificuldade gque seus habitos subterréneos e
esquivos oferecem para sua captura, e da necessidade de condicbes
adequadas para sua manutengdo em cativeiro. Além disso, a
extracdo do veneno €& dificil e o rendimento de varias extracgbes &
baixo, © que resulta em uma reduzida quantidade de venenc para
estudo e fracionamento.

0 envenenamentc experimental por Micrurus fornece um
amplo espectro de atividades farmacolo6gicas, reproduzindo sinais
e sintomas assinalados clinicamente. A partir dos estudos destas
atividades, a peconha de Micrurus ficou conhecida como
neurotdxica (BRAZIL, 19214; McCOLLOUGH & GENNARO, 1963; RUSSEL,
1867; ROSENFELD, 1971; SHAW, 1971; JIMENEZ-PORRAS, 1973; VITAL
BRAZIL, 1965, 1980, 1987; MOUSSATCHE & MELENDEZ, 1979; VITAL
BRAZIL et al, 1976/77; VITAL BRAZIL & FONTANA, 1983/84; DALO et
al., 1989), pois sua inoculagdo provoca hipotonia muscular,
paralisia flédcida dos misculos da face, pescogo, membros, tronco,
laringe, faringe e da respira¢do, podendo levar a morte por
faléncia respiratdria. Ao contririo do que ocorre com O Veneno
das serpentes da familia Viperidae, ndo foram observadas
alteracdes no sitioc da mordedura, tais como edema, hemorragia e

necrose. Os venenos de Micrurus apresentam atividade



fosfolipasica A2, produzindo hemSlise indireta in vitro, porém in
viveo ndo causam hemblise intravascular ou hemoglobintGria. Efeitos
nefrotdxicos também ndo sdo evocados por estes venenos em animais
ou humanos. A atividade proteclitica & pequena ou nula, gquando
restada em substratos sintéticos ou naturais (VITAL BRAZIL &
RANGEL PESTANA, 1909C; HOUSSAY & NEGRETE, 1918; ROSENFELD et al,
1959; MEBS,1970; AIRD & SILVA, 1991).

O veneno das. serpentes elapidicas apresenta
neurotoxinas (NTXs) pds-sindpticas, podendo também encerrar NIXs
pré-sindpticas, além de outros constituintes téxicos tais como as
cardiotoxinas e as fosfolipases (PLAs}. A cardiotoxina atua em
virias células do organismo despolarizando diretamente suas
membranas e, consegquentemente, interferindo com suas fung¢bes. Em
concentracbes elevadas pode provocar necrose celular (LAI et al.,
1972) . £ encontrada nas pegonhas das rcobras" (Naja, Ophiophagus,
Hemachatus) em concentragdes de 50% ou mais (LEE, 1971} e
possivelmente, nas de Micrurus fulvius do hemisférioc norte (WEISS
& McCISAAC, 1971) e Bungarus fasciatus da Asia (SHIAU LIN et al.,
1972). J4 as PLAs agem através da hidrdélise da ligagdo éster na
posi¢do beta das moléculas dos fosfatideos, dando lugar a
formacdo de lisofosfatideos (lisolecitina e lisocefalina) e
liberacdc de &cidos graxos {em geral né&o saturados). Os
lisofosfatideos atuam como detergente na membrana das células,
além de induzirem a liberagéo de histamina e outros autacédides.
Sio os responsiveis pela atividade hemolitica indireta das
peconhas ofidicas. Nos misculos esqueléticos de vertebrados as

PLAs podem inibir a transmiss&do neuromuscular por diferentes



modos de acfio, sendo em geral, as PLAs bédsicas mais tOxicas que
as PLAs &cidas ou neutras (LEE & HO, 1982). Toxinas com atividade
fosfolipasica como a beta-bungarotoxina, crotoxina, taipotoxina e
notexina (primeiro grupo} inibem a transmissdo neuromuscular por
agirem seletivamente sobre a terminagdo nervosa motora e sdo
altamente téxicas. Elas agem pré-sinapticamente, produzindo uma
alterac8o trifésica na liberagdo evocada do transmissor (reviews
by LEE & HO, 1982; CHANG, 1985; STRONG, 1987; HAWGOOD & SMITH,
1988), a qual compreende uma inibigé&o inicial (atribuida a
ligagdo da toxina ao sitio pré-sindptico especificeo), segquida
por uma facilitacdo da liberagdo de acetilcolina e uma
progressiva depressao até blogqueio irreversivel da transmissdc. A
atividade fosfolipésica parece ser essencial para a
neurotoxicidade dessas toxinas pré-sindpticas, uma vez gue a sua
inibicdo resulta em diminuigdo correspondente ou aboligdo da
neurotoxicidade (CHANG, 1979; ERKER, 1978; KARLSSON, 1973;
HAWCOOD & SMITH, 1988). Um segundo grupc de PLAsS, compreendendo a
PLA b&sica da Naja nigricollis, produz efeito miotdxico acentuado
e tamb&m deprime a sensibilidade dos receptores p6s-sinépticos
para a acetilcolina. O efeito pré-sindpticc destas PLAs &
usualmente mascarado por seus efeitos miotéxicos. O terceiro
grupo, o gual inclui PLAs &cidas e neutras de varios venenos de
serpentes, tem pegueno efeito sobre o nervo e masculo em baixas
concentracdes, sendo consideradas come PLAs nédo téxicas. A
seletividade de agdo das PLAs sobre © nervo e misculo & dose-
dependente. Em resumo, além dos efeitos pré-sinapticos, a maioria

da PLAs apresenta algum efeito pés-sinaptico e musculotrépico,



determinando uma redu¢do na sensibilidade da regiédo sub-sinéptica
5 acetilcolina e induzindo contratura do misculo, especialmente
quando em concentragbes altas, além de mionecrose (LEE & HO,
1978) .

A peconha de Micrurus frontalis (a coral mais freguente
no sul do Brasil e Argentina) apresenta apenas NTXs pos-
sinapticas, que se ligam aos receptores colinérgicos da placa
terminal sem no entanto provocarem despolarizagdo. Dessa forma,
tal veneno nio induz altera¢do na quantidade de acetilcolina
liberada pelo impulso nervosoc. A administracdo de neostigmina &
capaz de antagonizar perfeitamente o blogueio e, portanto, a
depressdo respiratbéria e a paralisia flé&cida produzida pela
peconha em cdes (VITAL BRAZIL et al., 1976/77). J& a peconha de
Micrurus corallinus, serpente de larga distribuigdo no Brasil
(HOGE & ROMANO, 1972), norte da Argentina (ROZE, 1982) e
provavelmente no Uruguai, age na jungao neurcmuscular através de
NTXs pbés e pré-sinipticas. Seu efeito caracteriza-se por um
aumento da frequéncia dos potenciais de placa terminal em
miniatura (acdo pré-sindptica) e redugdo de sua amplitude (ag¢do
pbs-sinéptical, porém sem alteragdo do potencial de repouso da
membrana da fibra muscular. Estudos realizados por VITAL BRAZIL &
FONTANA (1983/84) demonstraram gue a agao pbés-sindptica &
reversivel, engquanto a pré-sindptica & irreversivel. Assim, a
administracdo de neostigmina produz peguenc ou nenhum beneficio
sobre o blogueio neuromuscular causado pela pegonha de M.
corallinus. CRUZ-HOFLING et al (1983/84), investigando os efeitos

do veneno bruto de M. corallinus sobre preparacdes nervo frénico-



diafragma, observaram alteracgdes ultraestruturais nas terminag¢des
nervosas com deplegio das vesiculas sindpticas, alteragdes
mitocondriais e o aparecimento de indentacBdes em forma de Omega
do axolema, entre outras. Estes resultados sdo conceordantes com
os estudos eletrofisiolégicos de VITAL BRAZIL & FONTANA
(1983/84), que indicam gue O Veneno tem acdo predominantemente
pré—juncional, blogqueando a liberacdo do neurotransmissor. Por
outro 1lado, a Micrurus fulvius (serpente coral da América do
Norte), cujo veneno exibe efeitos sobre a respiragdo através de
NTXs po6s-sinépticas que provocam & morte por faléncia
respiratdria (NEILL, 1957; RAMSEY & KLICKSTEIN, 1962; McCULLOUGH
5 GENNARO, 1963; PARRISH & KHAN, 1967), afeta também o sistema
cardiovascular. A agao do veneno €& essencialmente irreversivel e
a administragdo de neostigmina ou edrofdénic ndc reverte O
blogqueio neuromuscular (WEISS & McISAAC, 1871). Além disso,
animais injetados com este veneno morrem por faléncia cardiaca
mesmo na vigéncia de respiragao artificial (LEE & PENG, 1966; LEE
et al, 1968). Assim, © veneno da M. fulvius, provoca depressdo do
miocdrdio, a qual contribui para a morte asgim como a depressao
respiratéria. Isto ocorre pela presenca de um componente andlogo
3 cardiotoxina do veneno de Cobra (Najas), a qual exibe efeito
despolarizante e toéxico direto sobre o misculo esquelético e
cardiaco, respectivamente. Este Vveneno determina gueda nos
valores de potencial de repouso para -20 mV em 1h (8ug/ml},
provavelmente poxr acdo direta sobre a fibra muscular, tal como
uma cardiotoxina, além de alteracdes histoldgicas (degeneragao

hialina) (WEISS & MCISARC, 1971).



A espécie Micrurus nigrocinctus, objeto deste estudo,
ests distribuida desde Chiapas no México, e através da América
Central, até a costa do Pacifico na Colémbia (PETERS & OREJAS -
MIRANDA, 1970). Ela representa a espécie de maior incidéncia na
América Central (BOLANOS, 1982) (fig.1). Na Costa Rica existem
duas subespécies, a Micrurus nigrocinctus mosguitensis e Micrurus
nigrocinctus nigrocinctus, localizadas na costa Atléntica e
pacifica respectivamente (TAYLOR et al, 1974) e separadas
geograficamente pelas Cadeias Montanhosas. Em ambas subespécies
as fémeas alcangam maior tamanho gque os machos, sendo esta
particularidade muito mais visivel na subespécie mosguitensis. O
comprimento total desta &, em média, 6C,5 cm % 10 para os machos
e 77,9 cm + 12,8 para as fémeag; enguanto na subespécie
nigrocicntus © comprimento total & de 61,9 cm + 9,1 para OS

machos e de 64,2 cm + 16,4 para as fémeas. (SOLORZANO & CERDAS,

1988) .
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Fig. 1: Micrurus nigrocinctus E SUA DISTRIBUIGAO GEOGRAFICA. E
encontrada no México, América Central, exceto nas terras altas, e
na costa Pacifica da Coldmbia. A distribuigdo desta serpente na

Coldémbia nio é extensa e nio foi mapeada.(CAMPBELL & LAMAR, 1989)
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Sobre o veneno de Micrurus nigrocinctus, sabe-ge que &
capaz de produzir blogqueio especifico e irreversivel dos
receptores colinérgicos quando testado sobre diafragma
cronicamente desnervado de cobaia (MOUSSATCHE & MELENDES, 1974,
1979) . As respostas & histamina, adrenalina e noradrenalina ndo
530 afetadas significativamente apés 30min de contato com 10ug/ml
da peconha, enguanto a resposta & acetilcolina encontra-se
irreversivelmente abolida, mesmc apdés 3 horas de lavagem da
preparagdo. Mais recentemente, verificou-se que uma fragdo (FII)
isolada do veneno total, em doses de 2 - 6ug/ml e apds 15 - 30min
de contato, produz blogqueioc reversivel destes receptores sem
alterar a contratura evocada por adrenalina, noradrenalina e
histamina. A resposta contraturante & acetilcolina da preparagdo
cronicamente desnervada de rato € abolida pela FII sem que se
altere a resposta ao KCl. Tal blogueio & parcialmente revertido
por neostigmina (2 ug/ml), e a fragdo & classificada como tendo
ac3o seletiva sobre os receptores colinérgicos nicotinicos (DALO
et al., 198s6).

apesar das generalizagBes feitas a respeito das
propriedades farmacolégicas dos venenos de Micrurus, quanto a sua
neurotoxicidade e auséncia de efeitos locais, tais como necrose e
hemorragia, alguns estudos tém apresentado fortes indicios da
ocorréncia de mionecrose apdés o0 envenenamento por algumas
espécies de Micrurus (WEISS & McISAAC, 1971; GUTIERREZ et al,
1980, 1983, 1986, 1991; ARROYO et al, 1987). Tal efeito local
estd de fato presente, a semelhanga do gue ocorre com outras

espécies de serpentes elapidicas como Naja mnaja kaouthia,
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Bungarus fasciatus e Dendroaspis jamenosi (HOMMA & TU, 1971). Os
estudos realizados com o veneno das duas subespécies de Micrurus
nigrocinctus, bem como O de outras corais (M. alleni, M.
frontalis, M. carinicauda, M. surinamensis) coletadas de
diferentes regides geograficas da América mostram indicios de
uma atividade mionecrética (GUTIERREZ et al, 1983). Quando
administrados em misculo de camundongo, estes Venenos provocam um
efeito mionecr6tico, o© gqual no entanto, ndo se reconhece por
an4lise macroscépica do tecido, mas apenas pela analise
histoldégica (necrose tipo miolitico) e elevagd3o dos niveis de
Creatinoguinase (CK) em Soro. Porém, ndo h& indicios de
hemorragias, alteracgdes vasculares, ou edema. As alteragdes
histoldgicas provocadas pelo veneno de Micrurus nigrocinctus
podem ser observadas j& nos primeiros 15 minutos subsequentes a
sua inoculagdo. As primeiras alteracdes sobre as fibras
musculares sdo caracterizadas pelo aparecimento de &reas
periféricas de degeneragdo muito similares ads lesbBes delta
descritas em outras patologias musculares, como a distrofia
muscular Duchene (MOKRI & ENGEL, 19875). Estes dados sugerem
entic, que o sarcolema € o sitio primiric de ag8o deste veneno.
Em um estdgio mais avangado de degeneragio, o citoplasma é
desorganizado em porgbes amorfas e densas, e as miofibrilas ficam
alternadas com espagos vazios. Apbs 24 horas da inoculagde, a
aparéncia das fibras necroticas & mais hialina e a distribuigao
do material miofibrilar & mais homogénec. Ndo ocorrem porém, em
qualquer estéigio, alteracdes vasculares tais como hemorragia e

trombose (GUTIERREZ et al, 1986).
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A atividade mionecrética relativamente forte do veneno
de M. nigrocinpctus contrasta com seu débil efeito proteolitico, ©
que coincide com as observagSes ja citadas sobre as atividades
farmacolbgicas dos outros venenos elapidicos e de serpentes
marinhas, gque provocam um quadro miotéxico sem apresentarem
atividade proteolitica significativa. Isto constitui um exemplo
de que as toxinas responsdveis pelos efeitos necrdticos nao gdo
necessariamente proteases e de due OS efeitos proteclitico,
hemorrigico e mionecrbtico dos venenos nic mostram uma correlagac
entre suas respectivas magnitudes, como OCOIre com VENenos de
serpentes asiaticas (TU et al, 1969), norteamericanas (TU, 1977)
e da Costa Rica (GUTIERREZ & CHAVES, 1980) . MOUSSATCHE et al
(1976) identificaram atividade hemorragica, a nivel pulmonar e
intestinal de ratos, em duas frag¢des do veneno de M. nigrocinctus
procedente da Costa Rica, apesar de ndo terem observado indicio
de atividade hemorrigica na pele de rato e a nivel histolfgico no
tecido mwuscular. Estas observagdes sugerem que as toxinas
responsiveis pela reagdo na pele nao seriam as mesmas gue atuam
no pulmdo (BONTA et al, 1970}.

Os estudos sobre o veneno de Micrurus nigrocinctus s&o
ainda insuficientes no sentido de se conhecer a génese do
blogqueio neuromuscular por ele induzido. Assim, © presente estudo
tem como meta investigar a agdo do veneno de Micrurus
nigrocinctus sobre a jungédo neuromuscular e contribuir para a

melhor compreensdo da fisiopatologia deste tipo de envenenamento.
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IX - OBJETIVOS

+ Estudo dos efeitos do veneno total de Micrurus
nigrocinctus sobre a jungao neuromuscular. Alteragdes
miograficas, eletrofisioldgicas e morfoldgicas resultantes de sua
aci3o sobre preparagdes neuromusculares isoladas de camundongo.

* Contribuigdo ao esclarecimento da fisiopatologia do

envenenamento por Micrurus nigrocinctus.
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IIT- MATERIAIS E METODOS

1- Animais

camundongos machos (Mus muscullus variedade Albinus) da raga
Swiss provenientes do Centro de Bioterismo da UNICAMP, com peso
entre 25 e 35g. Estes foram mantidos em gaiclas e tratados com

&gqua e ragdo ad libitum.

2- Veneno

Veneno de Micrurus nigrocinctus nigrocinctus, gentilmente
fornecido pelo Dr. José Maria Gutiérrez, Instituto Clodomiro
Picado, Faculdade de Microbiologia da Universidade de Costa Rica,

San José, Costa Rica.

3- Solugdc Nutritiva
Tyrode composto em mM por: NaCl 137; KCl 2,7; CaCl2 1,8; MgCiz

0,49; NaH2PO4 0,42; NaHCO3 11,9 e Glicose 11,1.

4- Preparacgdc Nervo Frénico-Diafra de_ Camundongo

Os animais foram anestesiados com Eter Etilico e sacrificados
posteriorménte pela secgdo e sgangria dos vasos cervicais. A
retirada da preparagdo foi realizada de modo semelhante & técnica
descrita por BULBRING, 1946, para ratos. Esta consiste em

dissecar a pele e misculos a nivel do térax e cuidadosamente
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isolar o miscule diafragma juntamente com seu nervo motor {nervo

frénico), tomando-se cuidado para nio lesé-lo.

5- Preparagfio Diafragma Cronicamente Dasnervado de Camundongo

camundongos foram desnervados sequindo-se a técnica descrita
por VITAL BRAZIL (1965) para ratos. Esta consiste na secgdo do
nervo frénico esquerdo. Para proceder & desnervacgdo, colocou-se O
animal anestesiado em declbito lateral direito, praticando-se uma
incisdo de aproximadamente 0,5 cm, perpendicular & linha mediana,
no terco inferior da regiao lateral do térax esquerdo previamente
depilada. A incisdo compreende a pele e a camada muscular delgada
que recobre esta regifio. Ao longo do espago intercostal cortou-se
entdo, com tesoura, OS migculos intercostais. Com um bastdo de
vidro com extremidade recurvada, prendeu-se O nervo frénico e
procedeu-se a sua secg8o com uma tesoura, ap6s sua exposigdo
pelas bordas da ferida. Em seguida suturou-se a pele por meio de
um ou dois pontos, conforme a extensio da ferida. Decorridos 15-

27 dias, retirou-se o diafragma conforme descrito no item 4-.

Preparacioc Miscul Extengsoxr Loango dos Dedos (ELD) de

Camundongo:

Apbs a anestesia ter atingido nivel cirdrgico realizou-se
ampla incisZo sobre a face intero-lateral de uma das patas
posteriores do animal, visualizando-se assim, os tenddes dos
misculos ELD e Tibial, bem como o misculo Tibial. Procedeu-se
entio, a secgdo dos tenddes e a retirada do wmasculo Tibial,

permitindo a exposigao total do midsculo ELD. Este foi dissecado
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desde sua inserclo tendinea distal até a proximal. Durante este
procedimento, wmanteve-se a preparacdo umedecida com solugdo

Tyrode, de composigdo descrita no item 3-.

7- Estudo Miografico

7.1- Preparacio Nervo Frénico - Diafragma de Camundongo:

A preparagdo foi colocada em cuba contendo 4 ml de solugdo
Tyrode e presa através dos misculos das costelas, por dois
ganchos (eletrodos para estimulag¢do direta) existentes na base da
cuba. A temperatura foi mantida a 370C e a aeragio feita com
carbogénio (mistura 95% 02 e 5% CO2). O registro da forga de
contracio muscular em resposta a estimulog supramaximais, foi
realizado através de transdutor isométrico MYOGRAPH F-60 (NARCO
BIO-SYSTEMS, INC), gue se encontra acoplade a um fisidgrafo
NARCOTRACE 40 (NARCO BIO-SYSTEMS, INC). O miisculo feoi submetido &

tensio constante de 2g/cm (por meio de um fio preso & sua porgdo

tendinosa e aoc transdutor isométrico), e a estimulagdo elétrica
através de pulsos gerados por estimulador  S4KR (GRASS
INSTRUMENTS) .

A preparagdo foi submetida a estimulagdo indireta (nervo
frénico) com pulsos supramaximais de 0,2 ms de duragdo e 0,1 Hz
de fregquéncia, ou direta, através de eletrodo conectado ao
misculo diafragma submetido a prévia curarizag¢do, com pulsos
supramaximais de 2 ms de duragio e 0,1 Hz de frequéncia. A
preparagdo foi submetida a um periodo de estabilizagdo néo

inferior a 20 minutos, findo o qual adicionaram-se a cuba doses
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de 1, 5, 10 e 20 ug/ml do veneno de Micrurus nigrocinctus para
observacio e registro da contracdo muscular.

Algumas preparagdes incubadas com o veneno foram submetidas
a diferentes tratamentos:

* Neostigmina (0,5-2,5 ug/ml)

* 3 4-diaminopiridina (25 ug/ml)

* Lavagem da preparacio com nova solucdo de Tyrode

« Alteracdo da temperatura de incubacdo: a preparacgdoc foi

mantida & temperatura ambiente (24-260C) durante o tempo de
incubacdo com O Veneno.

+ Soro anti- M. nigrocinctus: Em alguns experimentos o©

veneno foi previamente incubado com 5 ul de soro/ug, por 30 min a
370C. Em outros as doses de 10 e 20 ul de soro/ug de veneno,
foram respectivamente adicionadas apés 10 e 20 min de incubagdo

da preparag8o com O Veneno.

7.2- Preparacfo Diafragma Cronicamente Desnervade de Camundongo:

0 diafragma cronicamente desnervade foi submetide a uma
tensio constante de 0,5-1g/cm através de um fio preso a sua
porgdo tendinosa e ao rransdutor isométrico MYOGRAPH F-60 (NARCO
BIO-SYSTEMS, INC), gue se encontra acoplado a um fisidgrafo
NARCOTRACE 40 (NARCO BIO-SYSTEMS, INC) .

A preparagdo foi incubada com o veneno de M. nigrocinctus
(1, 5 e 10 ug/ml), registrando-se a contratura provocada por
doses crescentes de acetilcolina (ACh)}, usando-se uma razdo 2
entre tais doses. A curva dose-resposta da ACh foi realizada

antes da adic3o da peconha (condigao controle) e apbs 60 min de
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incubac3c. © mesmo protocolo foi realizado em preparagdes
controle, na auséncia do veneno. As curvas dose-resposta de ACh
foram efetuadas & partir da dose que evocava uma resposta
muscular minima mensurdvel, até aguela que resultava em sua
contratura m&xima. Apds cada adigdo de ACh, e observagidc da
resposta contraturante do diafragma, procedeu-se a lavagem da
preparagdc com nova solucdo de Tyrode (3 lavagens). Os resultados
foram lancados em uma curva, onde cada ponto corresponde &
porcentagem de resposta muscular evocada por uma dose de ACh,
apés a incubacdo com & peconha (60 min), em relag&o a4 resposta
evocada pela mesma dose durante a condi¢do controle. O mesmo
procedimento foi usado nas preparagdes controle.

Em alguns experimentos as preparagdes foram pré-tratadas com
d-tubocurarina {dtc), ou com SOro anti- M. nigrocinctus.

* dtc (10 ug/ml): Incubou-se a preparagdo com dtc durante 30
min, e em seguida através de sucessivas lavagens com solugdo de
Tyrode (5 1lavagens no periode de 15 min), obteve-se total
reversdo do blogqueio da resposta contraturante 3 ACh (10 ug/ml).
Ap6s proceder a este controle, a dtc foi novamente adicionada ac
banho por 30 min antes da adicdo da pegonha, a qual foi mantida
em contato com a preparagdo por mais 30 min. Posteriormente, a
mesma dose de ACh (10 ug/ml) foi adicionada. A estimulagdo direta
do misculo foi simultaneamente registrada.

*+ Soro anti- M, nigrocinctus (10 ul/ug de veneno) : Seguiu-se

um protocolc semelhante aquele usado para dtc. A pegonha ensaiada

sofreu prévia incubagdo com O SQOro por 30 min, a 370C.
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8- Estudo Eletrofisiolfgico

A preparagio, com sua face toréxica voltada para cima, foi
fixada horizontalmente por meio de alfinetes, em cuba revegtida
de resina e silicone ("Dow Corning-Sylgard"). Esta foi preenchida
com 3 ml de solucdo Tyrode de composigdo jéa descrita no item 3-.
A temperatura foi mantida a 30-340C com ¢ auxilio de uma l&mpada
de raios infravermelhos e a aeracgao realizada com o borbulhamento
de carbogénio (mistura 95% 02 e 5% CC2). Para a realizacao das
observacBes eletrofisioldgicas a cuba foi colocada na platina de
microscépio estereoscédpio (WILD M7 S- SWITZERLAND) com capacidade
para aumentos de até 40 vezes.

Usou-se a técnica convencional de registro com microeletrodo
(FATT & KATZ, 1951). Os microeletrodos de vidro, preparados com O
auxilio do "Vertical Pipete Puller" (modelo 700 D - David Kopf
Instruments - Califérnia USA), foram preenchidos com KC1 3M,
tendo uma resisténcia entre 8-25 MOhm). As micropipetas foram
introduzidog intracelularmente sobre as fibras musculares
superficiais, com O auxilio de micromanipulador "Leitz", para a
medida do potencial de repouso (PR} e captagdo dos potenciais de
placa terminal em miniatura (pptm). O eletrodo indiferente
constituiu-se de um fioc de platina incluido em tubo de vidro e
submerso em mercirio vivo, onde colecou-se um tubo curvo {para
adaptagdo a cuba) preenchido com &gar-salina. 0 PR foi
registrado "on line" usando-se microcomputador XT - DICOM
(HAWGOOD & SMITH, 1989} com capacidade de registro para
potencial de repouso, forma de onda dos potenciais, bem como as

anslises da amplitude e tempo para © Ppico dos potenciais
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evocados. Os pptm foram registrados em osciloscdpio TEKTRONIX e
fotografados por célmara fotografica POLAROID C-5C TEKTRONIX, ou
em fisidgrafo GOULD RS 3400. A medida do PR foi feita na regifo
das placas motoras terminais e também aleatoriamente em regides
distantes destas.

0 estudo do efeito causado pela pegonha de Micrurus
nigrocinctus foi realizado medindo-se o PR e o pptm antes e 5,
10, 1S5, 30, 45, 60-90 minutos apbs a adigdo do veneno, e
comparando-se com os valores obtidos no controle. Quatro a 10
fibras foram empaladas em cada regifio, nos diferentes momentos de
leitura durante o experimento. Para o registro dos pptm, foram
empaladas 1-3 placas motoras. Os resultados mostrados constituem-
se portanto, de uma média das varias medidas efetuadas a cada
tempo de registro durante o periodo de experimento.

Algumas medidas do PR foram realizadas ap0s incubagdo da
preparagdo com d-tubocurarina (dtc) e ea-bungarotoxina (e-BuTX),
antes da adic¢8o do veneno (10 ug/ml):

* Q;g_(l@ug/ml): Foi incubada com a preparagdo durante 15
min, ou até que o misculo ndo mais respondesse a estimulagdo do
nervo frénico. Logo a seguir, adicionou-se a pegonha e procedeu-
ge o registro do PR durante o periodo ja estabelecido.

* @-BuTX (3-5 wug/ml): Seguiu-se o mesmo protocolo
estabelecido para a dtc, com um tempo de pré-incubagdc em torno

de 50 min.
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9- Estudo Liber Creatinoquinase em Misculo ELD de

Camundongo .

ApSs a retirada da preparagdo, segundo a técnica descrita no
item 6-, o miisculo ELD foi colocado em tubo de ensaio preenchido
com 2ml de solucdo de Tyrode, e mantido sob aeracgéo constante com
carbogénio, & 370C. Antes do inicio do experimento, procedeu-se a
lavagem da preparagdo por um periodo de 30 a 60min, com
intervalos de 15min. Posteriormente, aliquotas do banho (100ul)
foram retiradas aos 0, 15, 30, 60 e 90 min de incubagdo com
diferentes doses da pegonha (5, 10 e 20ug/ml). Estas foram
analisadas usando-se o "kit" Sigma 520 (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA) para determinagdo dos niveis de CK. Algumas
preparacdes foram submetidas ao mesmo protocolo na auséncia do
veneno (controle negativo da liberag¢do de CK), e outras foram
incubadas com uma solugdo de Triton X-100 a 1% (controle
positivo). Tais resultados foram langados em um grafico que
relaciona a liberacdo de CK em UI, bem comoc sua porcentagem em
relagdo 4 1.iberacéo méxima (100%) evocada pelo Triton X-100 aos
90 min de incubacdo. Uma unidade de CK corresponde a fosforilagao

de 1 nmol de creatina/min a 250C.

10- Estudo Morfolédgico

Apbs a retirada da preparagdo, segundo a técnica descrita no
item 4-, e separacdao dc hemidiafragma, o misculo foi colocado com
sua face torédxica voltada para cima, em uma placa de Petri

preenchida com 4ml de solugdo de Tyrode; foi fixado através de
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alfinetes sobre o fundo preenchido com cera utilidade {uso
odontolbgico), e mantido & 370C, s80ob aeragao constante com
carbogénio. Alguns experimentos foram realizados a temperatura
ambiente (24-260C) ou com pré-incubagdo do veneno com O SOro
anti- M. nigrocinctus (7,5-8,5 ul/ ug de veneno) por 30 min &
370C. Diferentes doses da pegonha (1, 5, 10 e 20ug/ml) foram
adicionadas & cuba, e deixadas em contato com a preparagao
durante 60min. Preparagdes controle (sem veneno) foram submetidas
3s mesmas condigBes. Apbs a incubacdo, o misculo diafragma foi
rapidamente submetido a fixag8o com  Fixador Karnovsky
{(Glutaraldeido 3% + Paraformaldeido 1% em Tampdo Cacodilato 0,1M,
pH 7,3) e dividido em peguenos fragmentos na regido do nervo
frénico. Estes foram separados em duas porgdes, para posterior
observagdo dos aspectos ultraestruturais através da Microscopia
Eletrénica de Transmiss8o e de Varredura. Assim, uma parte do
material foi pés-fixada em Tetrdxido de Hsmio 1%, contrastada em
Uranila, e posteriormente, incluida em blocos de resina Araldite.
Cortes semi-finos foram corados com Azul de Toluidina 0,5% +
Borato de Sé6dio 0,5% para observagdo ao Microscépio Optico;
enguanto 0s cortes ultra-finos foram contrastrados com Citrato de
Chumbo para observagdo ao Microscépio Eletrdnico Zeiss EM-952. A
outra parte dos fragmentos do misculo diafragma foi submetida ao
método KOH-Colagenase modificado, descrito por USHIKI, T. & IDE,
C. (1988), e posteriormente passadas no ponto critico, montadas
sobre os "estubs" e metalizadas com ouro. Estas foram observadas

ao Microscbpio Eletrdnico de Varredura JEOL JSM - T300.
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IV- RESULTADOS

PARTE I: ESTUDO MIOGRAFICO

1- Preparagé@co Nervo Frénico - Diafragma de Camundongo:

1.1- BEstimulacio Indireta:

Em 24 experimentos realizados, doses de 1 ug/ml {(n=3), 5
ug/ml (n= 6), 10 ug/ml (n= 8) e 20 ug/ml (n= 7) do veneno foram
adicionadas & solugdo nutritiva na cuba. Observou-se blogueio
dose-dependente da resposta contratil do misculo, conforme

mostram a Fig.2A, e a Tabela 1:

TABELA 1
DOSE DO VENENO
5 ug/ml 10 ug/ml 20 ug/ml
TEMPO PARA 84,3 + 13min 38 + 2,9min 30,6 + 1,4min

BLOQUEIO 50%
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Em dois experimentos a concentragido de 5 ug/ml determinou
bloqueio da resposta muscular inferior a 50% apSs 90 min de
incubacio. A dose de 1 ug/ml ndo reduziu de modo significative a
resposta contritil ao final de 60 min. Nas doses mais elevadas
(10 e 20 ug/ml) registrou-se contratura da preparagidoc. Este
efeito exibiu amplitude da ordem de 6,6 + 1,lmm e 7,3 + 1,8mm
com 10 e 20 ug/ml do veneno, rekpectivamente.

Vérios tratamentos foram efetuados na tentativa de reverter
ou impedir o blogueio da resposta contrdtil, induzido pela
pegonha de Micrurus nigrocinctus:

* Neostigmina (0,5-2,5 -ug/ml): Foi adicionada a 7
preparacdes, guando a resposta contrdtil encontrava-se reduzida a
13,6 + 3,1% do controle (fig.2B). Observou-se O efeito
facilitatério da neostigmina sobre a resposta contratil,
induzindo rdpido aumento da amplitude das contragdes para valores
de 65,2 + 12,2% ap6s 1 a 3 wmin de exposigdo, porém apds este
periodo o bloqueio voltou a instalar-se, evoluindo para bloqueio
total. No entanto, este efeito facilitatério da neostigmina 80
esteve presente na vigéncia de uma resposta contrédtil residual do
misculo diafragma, pois quando adicionada apds blogueio total das
contracdes musculares nenhum efeito facilitatdério fol observado
(£ig.2C) .

* 3,4-diaminopiridina (25 ug/ml): Fol adicionada a 2
preparagBes, nas mesmas condi¢des citadas anteriormente, porém

nenhum efeito significativo sobre a resposta contratil foi

observado, mesmo quando adicionada a neostigmina (fig.2D).



Fig. 2: BLOQUEIO DA RESPOSTA CONTRATIL DA PREPARACAO NERVO
FRENICO - DIAFRAGMA DE CAMUNDONGO, SOB ESTIMULACAOC ELETRICA
INDIRETA. Observe o© Dbloqueio dose-dependente da resposta

contratil, o qual é precedido de um pequenc aumento na amplitude

das contrag¢bes (5-15%). Cada ponto corresponde & média + erro
padrdao de 6-8 experimentos (2A). Em 2B e 2C, note que a
neostigmina (neo) € capaz de induzir aumento parcial e

transitério na amplitude das contragBes apenas quando o blogueio
ndo & total. A 3,4-diaminopiridina (2D), bem como lavagens (W)

sucessivas da prepara¢do também mostraram-se ineficazes.
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* Lavagem repar (W): ApSs a instalagdo de blogqueio
total, repetidas lavagens da preparagdo durante 30 min foram
ineficazes em reverter o bloqueio (fig.2B, 2C e 2D).

* AlteracSoc da_ temperatura de incubacdo: Em 2 experimentos
realizados usando-se a dose de 10 ug/ml, a pegonha foi adicionada
simultaneamente a preparagdes mantidas & temperatura ambiente
(24-260C) e & 370C. Observou-se a auséncia de efeito nas
preparacdes mantidas & temperatura ambiente e blogueio total &
370C (fig.3B). Além disso, foram realizados 3 experimentos com a
dose de 20 ug/ml em preparagdes mﬁntidas 4 temperatura ambiente,
e 1 experimento & 370C com o veneno previamente fervido.
Observou-se que, apesar da dose de 20 ug/ml ser capaz de induzir
bloqueio total e contratura em tempo nao superior a 60 min, tais
resultados nao ocorrem quando as prepara¢des estdo 4 temperatura
ambiente, ou guando o veneno & fervido. A amplitude de contragéo
muscular da preparagdc ao final de 60 min & 250C & de 79,4 =+
12,6% em relagdo ao controle. Porém, quando no mesmo experimento,
a temperatura fol novamente elevada a 370C, observou-se rapida
redugdo na amplitude das contragdes até 57,2 % 14,9% no primeiro
minuto e instalacfo do blogueio da ordem de 87 i+ 5% ao final gde
30 min (f£ig.3C}.

* Soro anti-Micrurus nigrocicntus: Foram realizados 2

experimentos, utilizando-se a dose de 10 pgg/ml  de veneno
previamente incubado & 370C, com 5 ul de soro/ug de veneno, Ppor
30 min. Estes experimentos foram simult@neos a outros em gue O
soro ndo foi utilizado. Observou-se a auséncia de blogqueio total

ao final de 60 min, e protegdo de 60% da resposta contritil
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naquelas preparagdes em que o veneno foi pré-incubado com © &OTO
(fig.4A). Protegdo foi igualmente observada, quando se aumentou a
dose do veneno para 20 ug/ml. Por outro lado, o blogueio 100%
ocorreu gquando ¢ veneno foi adicionado sozinho, ou quando pré-
incubado com soro anti-botrb6pico. Em outro experimento © SOro
anti- M. nigrocicntus, na dose de 20 ul/ug de veneno, foi
adicionado ap6s 20 min da adig¢dc do veneno (10 ug/ml). Observou-
se protegdo superior a 80% sobre a resposta contrétil, tanto a
estimulacdo elétrica indireta como direta (fig.4B). Protegdo
semelhante foi registrada quando a dose de 10 ul de soro/ug foi
acrescentada 10 min ap6s a adigdo do veneno. A porcentagem de
diminuicdo na resposta contratil (12-15%) apds o tratamento com o
soro, foi igual A&quela registrada quandeo este foi adicionado

sobre preparacdes controle.
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Fig. 3: EFEITC DA TEMPERATURA SOBRE O BLOQUEIO DA RESPOSTA

CONTRATIL A ESTIMULACAO ELETRICA INDIRETA DA PREPARACAO DE
CAMUNDONGO. Cada ponto corresponde 3 média + erro padrao de 2-4
experimentos. Observe o efeito protetor exercido pela temperatura
(24-260C), em preparagdes realizadas simultaneamente usando-se a
mesma solugdo do veneno e misculos do mesmo animal

{contralaterais) (3B e 30).
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Fig. 4: ACAO PROTETORA IN VITRO DO SORO ANTI-M. nigrocinctus (S),

SOBRE A RESPOSTA CONTRATIL A ESTIMULAGCEO ELETRICA INDIRETA DA
PREPARACAO. Observe a preservagdo da resposta muscular quando o
veneno (V= 10 ug) € pré-incubado com o soro (8= 5 ul/ug de V)
{4A), ou quando o soro (20 ul/ug de V) & adicionado 20 min apbs o

veneno (10 ug) (4B). ED: Estimula¢io Direta; W: Lavagem.
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1.2- imul Dir

Neste grupo de experimentos foram utilizadas as doses de 5
ug/ml (n= 3), 10 ug/ml (n= 4) e 20 ug/ml (n= 3). A semelhanga do
que ocorre com as respostas a estimulagdo indireta, observou-se
bloqueio dose-dependente da resposta contrdtil {fig.5A). O tempo

para blogueio 50% estd relacionado na tabela abaixo (tab. 2):

TABELA 2
DOSE DO VENENO
5 ug/ml 10 ug/ml 20 ug/ml
TEMPC PARA 85 + 1,7min 51,8 + 7,3min 22,7 + 5,2min

BLOQUEIO 50%

O efeito contraturante & também dose-dependente. Observou-se
contratura em 8 dos experimentos, sendo mais acentuada nas doses
de 10ug/ml (9 + 2mm} e 20 ug/ml (12,3 + 4mm). Contratura de 5mm
foi observada em apenas um dos experimentos usando-se 5 ug/ml de
veneno.

* Lavagens sucessivas da preparacdo: Mostraram-se igualmente

ineficazes em reverter o blogueio total (fig.5B}).
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Fig. 5: BLOQUEIO DA RESPOSTA CONTRATIL A ESTIMULAGEO ELETRICA

DIRETA (ED} DO MOSCULO DIAFRAGMA DE CAMUNDONGO. Observe o
bloqueio dose-dependente da resposta muscular. Cada ponto
corresponde a média + erro padrdc de 3-4 experimentos (5A). EI:

Estimulagdo Indireta; W: Lavagem.
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2- Preparagio Diafragma Cronicamente Desnervado de Camundongo

Observou-se que, tanto em condigdes controle comoc em
preparagbes incubadas com © veneno (1, 5 e 10 ug/ml), a resposta
muscular méxima fol obtida com a concentragdo de 160 ug/ml de
ACh. Houve no entanto, redug3oc importante na amplitude da
resposta muscular de forma dose-dependente e sugestiva de
bloqueio ndo competitivo. Além disso, o bloqueio da preparagido
mostrou-se irreversivel quando a dose de 10 ug/ml foi utilizada
(fig. 6).

Nos experimentos realizados com pré-tratamento observou-se:

* d-tubocurarina (dte - 10 ug/ml): Foi capaz de promover

protegdo apenas parcial & contratura evocada pela ACh (10 ug/ml)
quando esta foi adicionada apdés 30 min de incubacfo com o veneno
(5 ug/mil) (fig. 7A).

* goro anti- M, nigrocinctus (20 ul/ug de veneno): Observou-

-

se protegdo total da resposta & ACh (10ug/ml}, com © registro de
100% de sua resposta contraturante apds 30 min da adicgfo do
veneno (fig. 7B).

Em exberimentos com 0 misculo biventer cervicis de pintainho
sob estimulagdo elétrica de campo, a dose de 5 ug/ml de veneno
induziu blogueio total da contratura a ACh (20 ug/ml}) apds o
bloqueio da resposta contritil. Porém, ndo houve alteragdoc da

resposta muscular ao KC1 (53,6 mM} (fig.7C)
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Fig. 6: EFEITO DO VENENO DE M. nigrocinctus SOBRE A CURVA DOSE-
RESPOSTA DA ACETILCOLINA {ACR} EM DIAFRAGMA CRONICAMENTE
DESNERVADO DE CAMUNDONGO. Observe a redugdo da resposta maxima a
ACh e o bloqueio irreversivel induzido pela dose de 10 ug/ml do

veneno. Cada ponto corresponde & média de 1-3 experimentos.
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Fig. 7: EFEITO DA PRE- INCUBAGAO DO MOSCULO DIAFRAGMA COM D-
TUBOCURARINA ANTES DA ADICAO DO VENENO (ven= 5ug), E DA PRE-
INCUBACAO DO VENENO COM O SORO ANTI- M. nigrocinctus. Note a
protegio mixima exercida pele soro (8= 20 ul/ug de wven.) (7B},
enquanto a dtec (dte= 10ug/ml) (7A) promove protecdo apenas
parcial da resposta a Acetilcolina (@=10pg). A resposta contratil
ao estimulo direto (ED) ndo sofreu alteragdo em ambas as
preparagdes. Em 7C, a preparagdo biventer cervicis de pintainho
mantém sua resposta muscular ao KCl (53,6 mM) ap6és © blogueio

total das respostas & ACh e ao estimulo elétrico indireto (EI).
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PARTE II - E LETROFI1 L

1- Potencial de Repouso:

Em 21 experimentos realizados, doses de 1lug/ml (n= 4};
sug/ml (n= 4); 10pg/ml (n= 8) e 20ug/ml (n= 5) do veneno total
foram adicionadas & solugdo da cuba.

o0 veneno de M. nigrocimctus induziu redugio dose-dependente
do potencial de membrana da fibra muscular (fig.8A). Observou-se
despolarizagéo de evolucdo gradativa, a qual ocorreu igualmente
na regifio de placa motora e na fibra muscular (p > 0,05 - teste
t-Student)) (fig.8B). Apesar de tal observacgio, gquando as duas
reqgi®des foram comparadas COm OS experimentos controle, verificou-
se que o efeito despolarizante do veneno oOCOTTEU primeiramente
sobre a placa motora (p<0,05), ou seja, j& aos 5 minutos de
incubacdo, engquanto na fibra muscular ocorreu entre 15 e 30 min.

As doges de 1, 5 e 10 ug/ml produziram despolarizagdo de
evolucdo lenta, a qual ndo ultrapassou 26% ao final de 90 min de
incubacﬁo,.em ambas regides de observagdo. Por outro ladeo, a dose
de 20 pg/ml induziu despolarizagdo de evolucgdo mais rapida e
préxima a 40%.

Os experimentos realizados com pré-tratamento da preparagao
mostraram os seguintes resultados:

* dtc (10 pg/ml): Esta foi adicionada em 3 preparagdes €
promoveu uma protegdo parcial sobre o efeito despolarizante do
veneno (10 pg/ml). BApesar de parcial, a protegdo mostrou-se

significativa (p<0,05) em relacio aos experimentos realizados sem
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Fig. 8: EFEITO DESPOLARIZANTE DO VENENO TOTAL DE M. nigrocinctus
SOBRE O POTENCIAL DE REPOUSO DA PLACA MOTORA E FIBRA MUSCULAR.
Note o efeito dose-dependente (BA) e a ocorréncia de
despolarizag¢do em ambas as regides (8B). Cada ponto corresponde a

média + erro padrdo de 4-8 experimentos.
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o pré-tratamento. O efeito protetor da dtc foi mais acentuado na
regifio da placa motora, na qual registrou-se despolarizagdo
gomente apés 30 min de incubacdio, porém de menor intensidade
guando comparada com a observada nos misculos sem pré-tratamento
(pcD,OS).

+ o-BuTX (3-5 pg/ml): Foi adicionada em 4 preparacgodes,
registrando-se retardo ainda mais acentuado sobre a evolugdo do
efeito despolarizante. Observou-se protecdo total até 45 min apds
a adig¢do do veneno, seguida de uma despolarizagao
significativamente menor (p<0,05) que a obtida com_lo ug/ml de
veneno em preparagbes sem pré-tratamento. O efeito da o-BuTX
rambém foi mais acentuado na regifio da placa motora.

Ambos os pré-tratamentos foram capazes de proporcionar um

retardo no aparecimente do efeito despolarizante do Veneno

(fig.9) .
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Fig. 9: EFEITO DA PRE-INCUBACAO DO MOSCULO DIAFRAGMA COM D-
TUROCURARINA (dtc - 10 pg/ml) E COM o-BUNGAROTOXINA {a-BuTX}.
Note a protegdo parcial exercida pelo pré-tratamento, sobre a
porcentagem de despolarizagdo induzida pelc veneno na regido de

placa motora. Cada barra corresponde & média + erro padrdo de 3-8

experimentos.
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2- Potencial Pl zminal Mini o

Os resultados correspondem aos registros de 14 experimentos
usando-se as doses de 1lug/ml (n= 1); 5pg/ml (n= 3); 10ug/ml (n=8)
e 20ug/ml (n= 2) do veneno total.

A acdo do veneno de Micrurus nigrocinctus sobre os pptm
caracterizou-se em geral, por um aumento da frequéncia e da
amplitude destes potenciais durante os primeiros minutos de
incubacdo. A seguir, exibiu uma diminuigdo progressiva da
amplitude destes potenciais, até o seu desaparecimento dentro do
rufido (fig.10). Esse efeito mostrou ter uma evolu¢do dependente
da dose empregada. Assim, concentragdes de até 10 pug/ml
determinaram diminuig8o progressiva da frequéncia e amplitude dos
pptm somente apbés 20 min de incubagdo, e seu total
desaparecimento aos 60 min de observacdo. Usando-se 20 pg/ml no
entanto, o efeito surgiu mais precocemente, com inibigdo total

dos potenciais aos 30 min.
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Fig. 10: AGAO DO VENENO TOTAL DE M.nigrocinctus (10 pg/ml) SOBRE
A AMPLITUDE E FREQUENCIA DOS pptm. Observe o aumento dos pptm

nos primeiros minutos de incubacdo, seguido por um progressivo

decréscimo de sua frequéncia e amplitude, até o desaparecimento.
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PARTE III: ESTUDO MORFOLOGICO

1- Microscopia thica

0 veneno de Micrurus nigrocinctus, nas doses de 10 e 20
pyg/ml, induziu mionecrose evidente sobre as preparagdes. Este
efeito mostrou-se dose-dependente. A mionecrose caracterizou-se
pelo aparecimento de alteracdes do tipo lesdes delta sobre a
membrana celular, regides de hipercontragdo e condensa¢8o das
miofibrilas alternando-se com €Spagos vazios no citoplasma, e
regides de lise com desorganizag¢ao do material intracelular. Este
tipo de mionecrose & classificado como miolitico (OWNBY &
COLBERG, 1988), ou seja ocorre ljesdo celular conforme o descrito,
porém nio héd alteracles vasculares.

Tanto a pré-incubacdo do veneno com O BOIO anti-M.
nigrocinctus, COmo a alteracdo da temperatura de incubagdo para
24-260C, protegeram de modo evidente a fibra muscular do efeite
mionecrdtico do veneno. Esta protegdo traduziu-se pela redugao do
ndmero de fibras lesadas e da intensidade das lesBes. {(figs.11-

19).
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Fig. 11: Masculo Diafragma Normal / 60 min em sol. de Tyrode a
370C: Corte longitudinal mostrando as fibras musculares com
ntcleos periféricos e estriacdes transversais. Presenga de feixe,

coM axdénios mielinizados. 435x

Fig. 12: Misculo Diafragma Normal / 60 min - 370C: Corte
transversal mostrando as fibras musculares com perfil poligonal e
niicleos periféricos. A esquerda uma veia e uma artéria com

aspectos normais. 320x
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Fig. 13: Veneno total de M. nigrocinctus (10 pg) / 60 min - 370C.
Misculo diafragma em corte longitudinal: Mionecrose moderada com
regides de hipercontragio das miofibrilas, levando a variagao
dramidtica do didmetro da fibra muscular (seta). Espagos vazios,

decorrentes da lise do sarcoplasma, sdo eventualmente observados

(ponta de seta). 256x

Fig. 14: Veneno total de M. nigrocinctus (10 ug) / 60 min - 250C.
Misculo diafragma em corte longitudinal: Protegdo contra o efeito

mionecrético, fibras com morfologia normal. 408x

Fig. 15: Veneno total de M. nigrocinctus (10 upg) pré-incubado com
8,5 ul de soroc anti- M. nigrocinctus / ug de veneno durante 30min
a 370C / 60 min - 370C. Misculc diafragma em corte longitudinal:
Protecdo contra o efeito mionecrétice, fibras com estrutura

normal. Abaixo veia contendo hemacias. 383x
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Fig. 16: Veneno total de M. nigrocinctus (20 pg) / 60 min -370C.
Misculo diafragma em corte longitudinal: Mionecrose mais intensa
em relacdc & dose de 10 ug. Fibras apresentando hipercontragac
dos miofilamentos e espagos vazios (%), decorrentes da
aglutinacac anormal dos miofilamentos. Observe o©  aspecto
floculento de algumas células, a presenga de vaciolos e o perfil

irregular dos limites celulares. 261X

Fig. 17: Veneno total de M. nigrocinctus (20 pg) / 60 min -370C.

Misculo diafragma em corte transversal: Miconecrose severa com

fibras apresentando lesdes delta (seta), lise do sarcoplasma €
miofibrilas densamente agrupadas (%) . Observe a presenga de
microvaciolos e fibras de didmetros irregulares, algumas

hipertréficas com perfil globoso, outras com didmetro diminuto.
Fibras intensamente coradas (negras) indicando alteragdes
mionecrdéticas estdo também presentes. Os espagos vazios dentro do

misculo, decorrem provavelmente da lise total de porgdes da

célula. 358x
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Fig. 18: Veneno total de M. nigrocinctus (20 pg) / 60 min -250C.
Misculo diafragma em corte longitudinal: Reducdo dréastica do
ntmero de fibras lesadas e da intensidades das lesdes, © que se
reflete na aparéncia normal das fibras. A alteracdo da

temperatura promoveu protegdo contra ©O efeito mionecrético do

veneno. 301x

Fig. 19: Veneno total de M. nigrocinctus (20 pg) / 60 min -250C.
Misculo diafragma em corte transversal: Redugdo evidente na
intensidade das lesdes. As fibras apresentam-se &em lise do
sarcoplasma, sem les®des delta, sem condensamento das miofibrilas.
Um fasciculo nervoso intramuscular e uma veia sdo visiveis nc

corte. 2583
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2- Microscopia Eletrdnica

2.1- Microscopia Eletrdnica de Transmissio (MET)}:

0 exame das micrografias mostrou alteragdes
ultraestruturais, com regides de ruptura do sarcolema,
desorganizagdo das miofibrilas, inchaco das mitocdndrias com
alteracbes nas cristas. Algumas células apresentaram vesiculas
nos espacos intracelulares, provavelmente provenientes de danos
no reticulo sarcoplasmitico e tabulos T. A nivel dos ax06nios,
observou-se o aparecimento de vaclolos membranosos, mitocondrias
igualmente alteradas, axoplasma denso, e alteracbes no contorno
da bainha de mielina. A célula de Schwann apresentou o mesmo
padrdo de alteracdo, com citoplasma "lavado" e vacuolar. Também
obzervou-se desorganizagdc do nodo de Ranvier, tanto da regido
nodal como paranodal, com aumento do comprimento do nodo. Quanto
4 jungdo neuromuscular (JNM), observou-se redugdo da fenda
sindptica primdria e secunddria, e até o desaparecimento das
dobras sindpticas em algumas JNM. O ndmero de vesiculas de
acetilecolina no interior do terminal nervosc mostrou-se reduzido,
com o aparecimento de indentagdes em bdmega mna membrana do
terminal. Outras termina¢des parecem manter normal o namerc a@e
vesiculas sin&pticas, mas estas encontram-se com didmetros
variados entre si.

Também a nivel ultraestrutural, foi possivel observar
prote¢dc da fibra muscular através da pré-incubagdo do venenc com
o soro anti- M. nigrocinctus, ou reduzindo-se para 24-260C a

temperatura de incubaglo. (figs. 20-33).
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Fig. 20: Micrografia Eletrbnica de Junc¢do Neuromuscular Controle
/ 60 min em sol. de Tyrode a 370C. (Acima): Terminais motores (¥
apresentando vesiculas sindpticas com didmetros uniformes
polarizadas em direc¢d8o as dobras Jjuncionais, mitocébndrias
normais, e acompanhado pela célula de Schwann (CS). A fibra

muscular apresenta goteiras que alojam o0s terminais nervosos

(fendas sinapticas primdrias) e, em cada uma destas, o)
sarcoplasma forma dobras irregulares (fendas gindpticas
secundérias) (S). A fibra muscular mostra aspectc normal,

juntamente com suas mitocbndrias (M). 20308x

Fig. 21: Misculo Diafragma Controle / 60 wmin - 370C. Corte
longitudinal (Esquerda) : Aspecto nermal da fibra wmuscular,
mostrando a organizagdo das miofibrilas e sua divisdo em
sarcOmeros, 05 quais sdo separados pela linha Z. As mitocéndrias
apresentam-se em tamanho normal e o reticulo sarcoplasmatico com

organizagdc normal. 12086x

Fig. 22: AxOnios Mielinicos Intramusculares de Preparacgéo
Controle / 60 min - 370C. (Direita}: Aspecto normal das
mitocdndrias, dos neurofilamentos, microtibulos, da bainha de

mielina e das bainhas perineurais. 28473x
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Fig. 23: Veneno total de M. nigrocinctus (10 ug) / 60 min - 370C.
Axdnio mielinieco intramuscular (Acima a esquerda) : Necrose, COm O
aparecimento de vacltclos e restos membrancsos no interjior do
axoplasma, mitocdndrias rompidas € bainha de mielina com COrtorno
anormal. A célula de Schwann apresenta sinais degenerativos, com

vactiolos, mitocdéndrias alteradas e citoplasma "lavado". 16100x

Fig. 24: Veneno total de M. nigrocinctus (10 pg) / 60 min - 370C.
Nodo de Ranvier (Acima a direita): Alteracdes na estrutura do
nodo de Ranvier e na regifio paranodal (%) . Observe a assimetria

do difmetro do axbnio. 29232x

Fig. 25: Veneno total de M. nigrocinctus (10 gg) / 60 min - 370C.
Micrografia eletrdnica mostrando duas fibras musculares em corte
transversal (Abaixo): Regifes de ruptura do sarcoplasma (seta),
com vesiculacdc do sarcoplasma, mitocéndrias inchadas € com
cristas e matriz alteradas. Observe a desorganizagdo das
miofibrilas e do reticulo sarcoplasmdtico. Note que a ¢élula do

canto superior ndo apresenta ainda alteracdes evidentes. 13824x
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Fig. 26: Veneno total de M. nigrocinctus (10 pg} / 60 min - 370C.
Micrografia eletrdnica de Jungdo Neuromuscular: Terminal nervoso
apresentando redugdo do nimero de vesicdlas sinépticas e
formacbes vesiculares sobre o© axolema {seta) . Chserve &
superficie corrugada GO axolema terminal. As fendas sinapticas
primdrias encomtram-se TMeNos profundas gue na preparagao
controle. As mitocdbndrias apresentam-Se inchadas e com alteragdes
nas cristas. 28800%

Fig. 27: Veneno total de M. nigrocinctus (10 ug) / 60 min - 370C.
Micrografia eletrbnica de Juncio Neuromuscular: Terminal nervoso
apresentando diminuicdo do nGmero de vesiculas sindpticas e
indentacdes em dmega (seta). As vesiculas sinépticas encontram-se
com diametros variados entre si e, muitas vezes, polarizadas para
a face oposta ao misculo. Observe ainda, edema das mitocodndrias
e, a4 esguerda, uma goteira sinaptica sem © terminal, e no lugar
projecdes digitiformes em corte longitudinal e transversal.
Ocorre o desaparecimento das fendas sindpticas e formagdo de
imensos vaciolos sarcoplasméticos (V). A célula de Schwann mostra
alteragbes das mitocdHndrias. 13824X%

Fig. 28: Veneno total de M. nigrocinctus (10 ug) / 60 min - 370C.
Micrografia eletrdnica de Juncdo Neuromuscular: Terminal nervoso
com vesiculas sinédpticas de difmetros bastante variados entre si.
Contorno irregular do axolema, com O aparecimento das indentacdes
em Omega e formagdes vesiculares. Ocorre desorganizagdo das
dobras juncionais e as projecbes da célula de Schwann mostram

cisternas de reticulo endoplasmitico rugoso bastante expandidas.

14500x
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Fig. 29: Veneno total de M. nigrocinctus (20 ug) pré-incubado com
7,5 ul de soro anti- M. nigrocinctus / pg de veneno durante 30min
2 370Cc / 60 min - 370C. Fibra muscular em corte longitudinal:
Protecdo contra o efeito mionecrético do wveneno, fibras sem

alteracdc evidente. 18655

Fig. 30: Veneno total de M. nigrocinctus (20 pg) pré-incubado com
7,5 ul de soro anti- M. nigrocinctus / pg de veneno durante 30min
a 370Cc / 60 min - 370C. Fasciculo intramuscular de axbnios
mielinicos. Alguns axénios estdo integros ao ladoc de outros com
alteracbes Dbastante acentuadas. A célula de Schwann mostra

axoplasma "lavado" e inclusdo mielinica. 16552x
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Fig. 31: Veneno total de M. nigrocinctus (20 pg) pré-incubado com
7,5 ul de soro anti- M. nigrocinctus / pg de veneno durante 30min
a 370C / 60 min - 370C. Micrografia eletrbnica de Jungéao
Neuromuscular: Terminal nerveso aparentemente normal, porém com
algumas vesiculas de didmetro variado, mitocdbndrias normais. O
contorno do axolema estd regular e né&o h& formacdes vesiculares
sobre ele. As fendas sindpticas estdc presentes € COm aspecto

normal, assim como a organizagdo das miofibrilas. 32795x

Fig. 32: Veneno total de M. nigrocinctus (20 ug) pré-incubado
com 7,5 ul de soro anti- M. nigrocinctus / upg de veneno durante
20min a 370C / 60 min - 370C. Micrografia eletrdnica de Jungao
Neuromuscular: Terminal nervoso depletado de vesiculas sinapticas

e apresentando vaciolos membranosos. 18440x
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Fig. 33: Veneno total de M. nigrocinctus (20 pug) / 60 min - 250C.
Axdnic mielinico e fibras musculares em corte transversal:

Protecgdo evidente contra o efeito lesivo do veneno. 11232x
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2.2- Microscopia Eletrdnica de vVarredura (MEV):

A MEV permite observagdo das estruturas em terceira
dimenséo, ne que difere da MET que enfoca detalhes
ultraestruturais de secgdes do tecide. Por esta razdo, torna-se
dificil identificar as alteracgbes provocadas pelo veneno através
desse método e correlaciond-las aquelas vistas pela MET. Através
da MEV foi possivel observar detalhes das fibras musculares
individualizadas, apdés a digestao enzimatica e hidrdlise
alcalina. Os feixes de fibras musculares nas preparagdes controle
mostraram células com didmetro uniforme, entremeadas por rede de
capilares sanguineos. O detalhe das fibras individualizadas
permite identificar o trajeto das porcdes finais do axdnio mo
momento da formag¢dc da placa motora. Permite ainda, localizar a
regido de arborizacao final do terminal nervosc, bem como ©
relevo da superficie da fibra muscular com suas estrias
transversais. {(figs. 34-39).

Nas preparagdes incubadas cOm O VeNeno (10 e 20 pg/ml),
estes detalhes s3o também observados. Aparentemente os sulcos da
arborizacio final do terminal axdnico sdo menos acentuados (figs.
38-40), © que parece corroborar as observagdes com a MET, onde as
dobras juncionais dos terminais intoxicados apresentavam-se
atenuadas.

Por outrc lado, ndo foi possivel observar fibras musculares
mionecréticas. Provavelmente isto deveu-se ao fato de que estas
sio mails frégeis e portanto, susceptiveis a agéaoc enzimdtica e
hidrolitica, perdendo-se durante O Drocesso. Além disso, o poder

de resolucdo oferecido pela MEV & menor do que o da MET.



54

Fig. 34: Micrografia Eletrdnica de Fibras Musculares Controle /
60 min em sol. de Tyrode a 370C. (Acima 3 direita): Visdo geral
mostrando um feixe de fibras musculares e a rede de capilares

sanguineos. 304X

Fig. 35: Fibra Muscular Controle / 60 min - 370C. (Acima a
esquerda) : Detalhe do feixe, apresentando uma fibra muscular com
estriacdes transversalis e as miofibrilas na sua porgdo inferior.
Note o sulco formado pelo curso de um nervo sobre a fibra

muscular. 2500x

Fig. 36: Jungdo Neuromuscular / 60 min - 370C. (Abaixo):
Ramificacbes do axdnio pré-terminal, formando o©os Ltotodes

sindpticos sobre a fibra muscular. 3594x
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Fig. 37: Veneno total de M. nigrocinctus (10 ug) / 60 min - 370C.

(Acima) : Detalhe da estriacdo da fibra muscular. §231X

Figs. 38 e 39: Veneno total de M. nigrocinctus (10 ug) / 60 min -

370C.: Arborizag3c final do axbnio pré-terminal, mostrando a

diminuicdo aparente da profundidade do sulco. 5400x 3571x
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3. Estudo da Liberacfo de Creatinoguinase (CK) em Migculo ELD

2 medida dos niveis de CK no liguido do banho wmostrou
significativo aumento apbés a incubagdo do misculo com 10 e 20
ug/ml do veneno de M. nigrocinctus. A dose de 5 ug/ml ndo induziu
liberacdo significativa de CK ao final de 90 min de incubacgdo,
enguanto 10 e 20 pg/ml foram capazes de aumentar respectivamente,
& e 8 vezes a liberagdc no mesmo periodo de incubagdo. Por outro
lado, comparando-se esses valores com aqueles determinados pelo
Triton X-100 {1820 UI aos 90 win), verificou-se que o nivel
méximo de liberagdo induzidc pelc veneno (20 pg/ml) correspondeu

comente a 32,4 + 5,7% da liberacfo induzida pelo Triton X-100.

(£ig. 40)
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Fig. 40: LIBERACAO DE CREATINOQUINASE (CK) EM MUSCULO ELD DE
CAMUNDONGO. Observe que a liberagdo de CK inicia-se somente apbs
os 30 min de incubacdo com ag doges de 10 e 20 ug/ml do veneno de
M. nigrocinctus, enquanto a dose de 5 ug/ml ndo induz liberagédo.
Note que os valores miximos encontrados apds 90 min de incubacéo
correspondem a uma porcentagem submaximal da liberagdo induzida
pelo Triton X-100. Cada ponto corresponde a média + erro padrdo

de 3-7 experimentos.
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v- DISCUSSRO

A serpente Micrurus nigrocinctus & a coral de maior
incidéncia na América Central (BOLANOS, 1982). Apesar disso, seu
veneno foi ainda alvo de pouca investigacdo quanto a sua
atividade sobre a jungdo neuromuscular.

Classicamente, o©os venenos de serpentes corais s&ao
considerados como neurotdxicos. No entanto, estudos realizados
por GUTIERREZ et al (1983) mostraram que O Veneno de outras cinco
espécies de serpentes coraig é& capaz de induzir mionecrose em
camundongo, demonstrando entdo, a presenca de potentes miotoxinas
na composigdo destes  Vvenenos. No presente estudo ficou
demonstrade gue © veneno de M. nigrocinctus €& capaz de  causar
importantes alteragdes miograficas, eletrofisiclbgicas, e
morfolbgicas sobre a fibra muscular esquelética, nervos e
terminagdo nervosa.

vVerificou-se que o blogqueio das respostas contrateis a
estimulacdo indireta e direta, induzido pelo veneno total de M.
nigrocinctus, € dose-dependente. Embora © tempo para obtengaoc de
bloqueio 50% das respostas musculares esteja muito préximo nos
dois tipos de estimulo, direto e indireto, cbservou-se gque O
bloqueio total das contragdes musculares ocorreu primeiramente
nas preparagdes estimuladas indiretamente. Assim, a resposta ao
estimulo direto ainda era visivel quando o blogqueio total a

estimulacdo indireta Jj& se havia instalado. Tais resultados
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mostram um efeito do veneno sobre a JNM, o gual & acompanhado por
uma acd3o direta sobre a fibra muscular esquelética.

Por outro lado, observou-se que o inicio da acgéo
blogqueadora do veneno ao estimulo indireto, & precedido por um
peguenc aumento da amplitude das contracdes (5-15%). Este efeito
coincide com o periodo em que & detectado aumento na frequéncia e
amplitude dos pptm em algumas placas motoras da preparagaoc nervo
frénico-diafragma de camundongo. Tal periodo corresponde aos
primeiros 15 min de incubagdoc com as diferentes doses do veneno
total. Sendo assim, o aumento da amplitude das contragdes deve-se
provavelmente ao aumento da liberagio de acetilcolina pela
terminacdo nervosa pré-sinaptica. Este resultado & corroboradc
pelas alteracdes morfolégicas, que mostram uma diminuigdo do
nimero de vesiculas sindpticas, e indentagbes do tipo Omega, em
algumas terminagdes nervosas ap6és 60 min de incubagdo com O©
veneno de M. nigrocinctus (10 pg/ml).

A administracio de uma droga anticolinesterédsica, tal
como a neostigmina, n8o foi capaz de recuperar as respostas
contrateis apds a ocorréncia do blogueio total. Este resultado
difere do obtido com a peconha de M. frontalis, a qual apresenta
apenas NTXs pés-siniticas e cujo blogqueio & efetivamente
antagonizado pela administragdo de drogas anticolinesterasicas
(VITAL BRAZIL et al, 1976/77). No caso do veneno em estudo,
observou-se somente uma reversdo parcial e transitbéria da
resposta contratil, a qual provavelmente deveu-se ao efeito
farmacolégico facilitador caracteristico da neostigmina, sobre a

resposta residual 4o misculo diafragma (13,6 + 3,1%) no momento
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de sua adicio. Da mesma forma, ndo se obteve sucesso quando foi
adicionada uma droga bloqueadora dos canais de potassio, a 3,4-
diaminopiridina, a qual atua portanto, retardando a repolarizagdc
do terminal nervoso e provocando aumento da liberagdo evocada da
acetilcolina (THESLEFF, 1980). Tal resultado sugere que, embora o
efeito pré-sindptico esteja presente e possivelmente participe da
instalacdo do bloqueio neuromuscular, R&o seria o fator mais
importante para a sua manutengao. Além disso, lavagens sucessgivas
da preparagac com nova solugdo de Tyrode nao reverteram O
bloqueio da resposta muscular, corroborande nossa afirmagao de
que o blogueio induzido pelo veneno de M. nigrocinctus €
irreversivel.

O blogueio da resposta contraturante da ACh em
preparagdes de diafragma cronicamente desnervado e Dbiventer
cervicis de pintainho sugere uma agdo pés—sinépti-ca do veneno
sobre os receptores nicotinicos. Resultados como este ja foram
anteriormente reportados por MOUSSATCHE & MELENDES (1979}, os
quais mostraram gue O blogueio induzido pelo venenc de M.
nigrocinctus sobre o diafragama cronicamente desnervado de
cobaia, & irreversivel e @especifico sobre os receptores
colinérgicos da placa motora. Os autores verificaram nesta
preparacdo, que a dose de 10 pg/ml do veneno induziu bloqueio
total do receptor para a acetilcolina apbs 30 min de incubacg&ao,
embora nio tenha alterado a contratura evocada pela adrenalina,
noradrenalina e histamina.

ARROYO et al (1987) isoclaram no veneno de M.

nigrocinctus um total de 17 fracdes, das quais muitas
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apresentaram atividade miotfxica. Uma destas fragdes corresponde
a aproximadamente 13% do peso total do veneno, representando o
seu principal componente. E formada por uma fosfolipasse A2 acida
de peso molecular 12.000, a gual € responsivel por importantes
alteracdes ultraestruturais sobre a fibra muscular esquelética de
camundongo. Este trabalho mostra que a toxina ndo precisa ser
necessariamente basica para induzir miotoxicidade. Da wesma
forma, MEBS & SAMEJIMA (1980) isolaram do veneno de Pseudechis
porphyriacus uma fosfolipase A2 neutra que exibe atividade
miotdéxica

No presente estudo ficou demonstrado que o veneno total
de M. nigrocinctus apresenta ac8o miotOxica sobre o diafragma de
camundongo, a qual foi significativamente reduzida gquando a
temperatura de incubacgao foi alterada de 370C para 24-260C. Além
disso, seu efeito blogueador sobre as respostas contrateis da
fibra muscular mostrou-se igualmente abolido a esta temperatura,
ou quando o veneno foi previamente fervido. Tais resultados,
sugerem uma possivel inibigdo da atividade fosfolipasgica do
veneno nestas condigbdes e portanto, redugdo de sua atividade
sobre a JNM e a fibra muscular. Da mesma forma, gquando utilizou-
se o soro anti- M. nigrocinctus sobre as preparacbes de
camundongo, observou-se protegdo efetiva in vitro contra o efeito
blogqueador das respostas contrateis, a qual foi acompanhada da
reducio do efeito miotéxico, e prote¢do da resposta a
acetilcolina em misculo desnervado. A resposta contratil do
misculo diafragma mostrou-se preservada também quando se

adicionou o soro apbs 10-20 min do inicio da incubag¢do com ©
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veneno. Tal resultado cofrobora os achados de GUTIERREZ et al
{1991), gque mostrou gue O SOIOC monovalente anti- M. nigrocinctus
& efetivo em neutralizar, in vivo, a letalidade, miotoxicidade e
a atividade PLA2 do wveneno, mMesmo gquando administrados em
inje¢Bes independentes. O mesmo foi afirmado por COHEN (1966)
para o veneno de M. fulvius.

As alteracdes ultraestruturais provocadas pelo veneno
de M. nigrocinctus foram acompanhadas pela elevagdoc na
concentracdo de creatinoguinase (CK) na solugdo do banho. Houve
portanto, correlagao positiva entre os achados morfoldégicos e a
variagdo dos niveis de CK encontrados. Desta forma, apenas as
doses de 10 e 20 ug/ml induziram elevagao significativa destes
niveis, embora a dose de 5 yg/ml, que ndo interferiu sobre os
niveis de CK, também tenha sidc capaz de provocar blogqueioc da
resposta contrdtil do midsculo diafragma. Por outro ladeo, ficou
evidente que o efeito do veneno sobre a resposta muscular ndo se
deveu puramente a uma agdo do tipo rdetergente", como & o caso do
Triton X-100, pois os valores de CK obtidos apdés 90 min de
incubagdo (periodo superior ao necessario para blogueio total da
resposta contrétil do misculo ELD) mostraram-se inferiores
aqueles obtidos com © Triton X-100. Apesar de tais tipos de
experimentos terem sido realizados em preparagbes musculares
diferentes, observou-se boa correlacdo entre os resultados de
contracio wmuscular encontrados no misculo diafragma e ©S
encontrados no misculo ELD. O primeiro ndo foi utilizade para o
estudo da liberacgfio in vitro de CK por apresentar liberacao

aleatdria, além de incluir a liberacdo de CK dos masculos
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intercostais gue permanecem aderidos ao diafragma na hora de sua
retirada do animal, e gque S&0 lesados durante a "limpeza" da
preparagdo isolada.

As alteracdes eletrofisiolégicas induzidas pelo veneno
traduziram-se pela despolarizagdo das regides da placa motora e
fibra muscular, a gqual ocorreu de modo simultidneo com o blogueio
da resposta contrdtil do misculo diafragma. Além disso, o fato de
uma despolarizagdo precoce ter sido registrada sobre a placa
motora sugere uma agao diferenciada do veneno sobre a membrana
dessa regido, &o menos nos estagios iniciais da intoxicagé&o.
Ainda, a agdo protetora da dtc e da o-BuTX contra o efeito
despolarizante do Veneno corrobora a nossa conclusdo. Estas
substancias s&o conhecidas por agirem sobre o0 receptores
colinérgicos poés-sindpticos impedindo a agao despolarizante de
drogas. A dtc atua por mecanismo competitivo (JENKINSON, D.,
1960), enquanto a «a-BuTX produz bloqueio especifico e
irreversivel do receptor colinérgico (CﬁANG & LEE, 1963; LEE &
CHANG, 1966), o© que permite sua utilizaciio no estudo e
caracterizagdo do receptor pés-sindptico (CHANGEUX et al., 1970;
BARNARD et al., 1971; MILEDI & POTTER, 1971). A diminuig&o na
porcentagem de despolarizag¢do mostrou que O receptor colinérgico
pdés-sindptico esté envolvido na acdo do veneno, pelo menos nas
fases iniciais do envenenamento. POr outro lado, a manutengdo de
uma queda no PR mesmo apés o pré-tratamento sugere também gque um
efeito inespecifico estaria envolvido neste processo. O trabalho
de GUTIERREZ et al (1986) afirma que estudos imunoldbgicos

preliminares com O© Veneno de M. nigrocinctus indicam gque ha
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moléculas do tipo cardiotoxina presentes neste veneno. Porém,
para uma correlacdo com os resultados agqui registrados, torna-se
necessario um estudo mais detalhado e especifico desta agéao.

As alteracBdes na frequéncia e na amplitude dos pptm
apés incubagdo com © VEneno de M. nigrocinctus sugerem gque este
atue em ambas as regides, pré- e p6s-sindpticas da Jjungéo
neuromuscular. De modo geral, a diminuigcdo da amplitude e
frequéncia dos pptm coincidiu com a instalag¢do do blogueio das
respostas musculares a estimulacdo indireta, mostrande uma
interligag&o entre ambos os fenbmenos. Alteragdes
eletrofisioldgicas evocadas por este veneno ja foram
anteriormente relatadas nos trabalhos de RODRIGUES-SIMIONI et al.
(1990) e GOULARTE et al. {1993} .

Finalmente, usando-se o veneno total, foi possivel
evidenciar correlacgbes entre as alteragdes miogréficas,
eletrofisiolbgicas e morfoldgicas induzidas pelo veneno total de
M. nigrocicntus, as quais poderdo ser melhor esclareéidas com O

fracionamento do venenc e estudo individualizade das fragdes.
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VI - RESUMO E CONCLUSOES

O veneno de Micrurus nigrocinctus foi estudado in
vitro sobre preparagdes neuromusculares isoladas de camundongo. A
partir de tais experimentos e sSeus resultados, chegamos a&s

seguintes conclusbes:

1) © +veneno de M. nigrocinctus induz importantes
alteragbes miogréficas, eletrofisiolégicas e morfoldgicas sobre a

preparaCac nervo frénico-diafragma de camundongo;

2) O bloqueio total da resposta contrdtil do masculo
diafragma mostra-se dose-dependente, e irreversivel mediante a
adicdo de droga anticolinesterdsica e lavagens sucessivas da

preparagao;

1) A temperatura de incubagac € um importante fator
para © efeito blogueador e miotéxico do veneno, sugerindo que uma

PLAZ esteja envolvida nestes processos;

4) 0O soro anti- M. nigrocinctus & capaz de neutralizar
in wvitro a agio do Vveneno, tanto sobre a resposta muscular
contratil «como sobre a miotoxicidade, mesmo gquando for

acrescentado apbs a adigdo do veneno;
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5) As alteragbes ultraestruturais induzidas pelo veneno
sio acompanhadas por elevegdo correspondente dos niveis de CK na
solucdo do banho. Por outro lado, o aumento de CK & submaximal
quando comparado com a liberacdo dessa enzima proveocada pelo

detergente Triton X-100;

6) A ocupacdo irreversivel dos Treceptores pés-
sindpticos pelo veneno pareceé ser a causa mais provavel do
bloqueio neuromuscular observado, pelo menos nas fases iniciais
da intoxicacdo. Além disso, oS resultados eletrofisioldégicos e
morfoldgicos também evidenciam uma agéo pré-sinaptica do venenco
sobre a JNM, porém esta n8o seria a mais importante na génese do

bloqueio neuromuscular;

7} Embora tenha sido evidenciada uma agao do wveneno
sobre a JNM, como classicamente OS Venenos de serpentes corais
sio conhecidos, o presente estudo demonstrou gue O Veneno de M.
nigrocinctus possui também um importante efeito miotdxico. Este
efeito parece capaz de influenciar o desenvolvimento progressivo

do blogueio neurcomuscular observado.
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VII - ABSTRACT

In the isolated mouse diaphragm, Micrurus nigrocinctus venom
produces a dose-dependent blockade of the contractile response to
eilectrical stimulation. This effect could not be reversed by
repeated washing of the preparation or by the addition of an
anticholinesterase. These observations suggest that, at least
during the initial stages of poisoning, the mode of venom action
involves binding of specific proteins to post-synaptic receptors.
However, electrophysiological and morphological evidence suggests

that the venom may also have a pre-synaptic action.

Although the venom component responsible for this response has
not yet been identified, the fact that the temperature at which
the experiment was performed could greatly influence the
neuromuscular bldcking and myotoxic actions of the venom suggests

that a neurotoxic PLA:; may be involved.

Both the neuromuscular blocking action and the myotoxicity of the
venom could be prevented by a specific M. nigrocinctus antivenom.
This protective effect was maintained regardless of whether the

antivenom was added before or after the wvenom.

The muscle ultrastructural changes induced by the wvenom were

accompanied by a corresponding increase in the release of
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creatine kinase into the incubation medium. Thie release was,
however, submaximal when compared to that induced by the

detergent Triton X-100.

In econclusion, this work has demonstrated that, in addition to an
action on the mammalian neuromuscular junction, M. nigrocinctus
venom also has a pronounced myotoxic effect, which may well
contribute to the progressive neuromuscular blockage seen with
the venom. Both of the actions can effectively be prevented by a

specific antivenom.
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