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A bothropstoxina-1 (BthTX-I), principal miotoxina do veneno de Bothrops
jararacussu, tem atividades neurotéxica e miotoxica. Investigou-se a habilidade do
antiveneno crotoxinico e da heparina em prevenir as atividades neurotéxica e miotoxica da
BthTX-1. Preparagdes nervo frénico-diafragma (NFD) de camundongos estimuladas
indiretamente (0.2 ms, 0.1 Hz) foram incubadas com BthTX-I (20 pg/ml) ou com BthTX-I
pré-incubada com antiveneno ou heparina, por 30 min a 37 °C. BthTX-I (20 pg/ml)
produziu 50% de bloqueio neuromuscular em preparagdes NFD em 31 + 4 min, com
completo bloqueio ocorrendo aos 120 min. O antiveneno crotoxinico € a heparina
preveniram significativamente o bloqueio induzido pela BthTX-I (84 + 4% ¢ 100% de
protegdo, respectivamente). A analise histologica dos musculos, apés 120 min de
incubagdo, mostrou que a BthTX-I danificou 48 + 6% das fibras. A pré-incubag@o da toxina
com antiveneno reduziu significativamente a extensdo do dano (apenas 15 + 4% das fibras
foram afetadas, 70% de protegdo, P<0.01), enquanto a heparina ndo ofereceu nenhuma
protecio (34 + 7% de fibras foram afetadas, P>0.05 comparado a toxina sozinha). Assim, o
antiveneno crotoxinico foi mais efetivo que a heparina em neutralizar os efeitos miotoxicos

da BthTX-I.

A agdo protetora do manganés (Mn°") contra a atividade neurotéxica da BthTX-
1 foi estudada em preparagdes NFD de camundongos. O Mn®" (0.9 mM e 1.8 mM) produziu
um rapido bloqueio (50% em tempo <4 min) que foi espontaneamente reversivel na menor
concentracdo e produziu um efeito facilitatério apos a lavagem da preparagdo. O pré-
tratamento da preparagdo com 0.9 mM de Mn’" impediu o bloqueio induzido pela BthTX-I
(20 pg/ml), embora o efeito facilitatério visto com o Mn”" sozinho, tenha ocorrido apds a
lavagem. Quando adicionado ap6s a BthTX-L, o Mn’* produziu seu caracteristico bloqueio
e, ap6s a lavagem, a resposta contratil retornou ao nivel anterior a adicdo de Mn**. O uso de
d-tubocurarina (d-Tc, 4 pg/ml) mostrou que a BthTX-I agiu diretamente sobre membranas
da célula muscular e ndo sobre receptores nicotinicos. A BthTX-I, diferentemente da 3,4-
diaminopiridina (3.4-DAP, 10 pg/ml), ndo bloqueou os canais de K', nem afetou a
liberagdo de célcio do reticulo sarcoplasmatico, como o dantrolene. Enquanto o Mn®* teve
uma ag¢fio sobre a membrana da fibra muscular, o mecanismo pelo qual ele protegeu contra

o bloqueio neuromuscular induzido pela BthTX-I ndo ficou esclarecido.

Resumo
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A anilise eletrofisiologica foi utilizada para investigar os efeitos da BthTX-I e
o papel protetor do Mn®" na jungio neuromuscular, em preparagdes NFD de camundongos.
Foram registrados os potenciais da membrana em repouso (PM), a freqiiéncia e a amplitude
dos potenciais de placa terminal em miniatura (pptm), de preparagdes incubadas com
solucdo de Tyrode (controle), Mn®* (0.9 mM), BthTX-I (5 e 10 ug/ml) ou Mn’" (0.9 mM,
30 min) antes da adi¢do de BthTX-I (5 e 10 pg/ml). O Mn** (0.9 mM) produziu uma
imediata diminui¢do (P<0.05, comparado ao controle) na freqiiéncia dos pptm seguido de
um aumento drastico a partir dos 120 min (P<0.05 comparado ao controle), sem alteragdo
significativa nos PM. A BthTX-I (5 pg/ml) aumentou a amplitude (mas ndo a freqiiéncia)
dos pptm por duas vezes ou mais, sem afetar os PM. Em contraste, a BthTX-I (10 pg/ml)
produziu um efeito varidvel, com um aumento na freqiiéncia de pptm, em algumas fibras
empaladas, mas ndo em outras. Em adi¢o, progressiva despolariza¢do da fibra muscular (-
49.5 + 3 mV, apés 60 min) resultou na aboli¢io dos pptm. Os resultados obtidos com
baixas concentragdes de BthTX-I sugeriram uma precoce a¢do pré-sindptica para esta
toxina. A pré-incubagdo de preparagdes com Mn** (0.9 mM, 30 min) seguida pela BthTX-I
(10 pg/ml) mostrou que Mn”* realmente protegeu a fibra muscular, contra o dano desta
toxina, uma vez que os PM foram de —72.5 + 6 mV, ao final do experimento. Estes
resultados indicaram uma ag¢do do Mn®" sobre a membrana da fibra muscular e reforgaram a
acdo pré-sinaptica deste ion. O Mn”" protegeu contra as atividades neurotéxica e miotoxica
da BthTX-I, por agir primeiro como um antagonista do célcio e posteriormente, Como um
analogo ao calcio. No geral, estes achados indicaram que a BthTX-I pode agir via canais de

calcio em membranas, 0 axolema ou o sarcolema.
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1.1. HISTORICO DA BOTHROPSTOXINA-I

O veneno bruto de Bothrops jararacussu (Bjssu) foi fracionado através de
filtracilo em gel em Sephadex G-50, por RODRIGUES-SIMIONI, BORGESE,
CECCARELLI (1983), obtendo-se, deste procedimento, uma fragdo, “pool IV”, com
atividade miotéxica, e equivalente a 30% do conteudo protéico do veneno total. Esta
subfragdo ativa (“pool IV™), constituida por dois polipeptidios basicos (SmSPrv € SmSPy),
com peso molecular aproximadamente de 13.000, apresentava atividade hemolitica indireta
na presenca de ions Ca®", baixa acdo fosfolipasica sobre lecitina de ovo e nenhuma
atividade proteolitica. O “pool IV” mostrou-se ainda responsavel pela acdo bloqueadora do
potencial de agdo composto de nervo e musculo e das respostas musculares, tanto a
estimulos elétricos diretos, como indiretos. Os autores sugeriram, entdo, que a fragdo
possuia uma agdo semelhante a das cardiotoxinas, toxinas presentes nos venenos de

algumas serpentes da familia Elapidae.

O “pool IV” foi purificado (HOMSI-BRANDEBURGO et al., 1988)
combinando filtragdo em gel Sephadex G-75 com cromatografia de troca ionica em SP-
Sephadex C-25. A fragdo isolada SySPv foi denominada bothropstoxina-I (BthTX-I). Ao
contrario do veneno bruto, que, além de miotéxico também afetava artérias e veias
intramusculares podendo levar a trombose, a BthTX-I foi considerada especificamente
miotoxica. A fragdo SySPry foi denominada BthTX-II e também exibia uma agdo
miotéxica (GUTIERREZ ef al., 1991). Sua seqiiéncia de aminoacidos foi posteriormente
identificada (PEREIRA er al., 1998) sendo uma fosfolipase (PLA>) Asp49, com baixa

atividade fosfolipasica sobre lecitina de ovo.

Em preparagdes musculares de camundongos e aves a BthTX-I causava
contratura, bloqueio das contragdes musculares, despolarizagao e bloqueio do potencial de
acdo composto do musculo (HELUANY er al, 1992). Os autores verificaram que a
atividade bloqueadora na jungdo neuromuscular (JNM) ndo envolvia a participagdo do
receptor nicotinico, nem a ativagio dos canais de Na' e sugeriram a agdo da toxina sobre 0s

sitios de ligagdo de Ca®* na membrana (sarcolema).
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A seqiiéncia completa de aminoacidos da BthTX-I (fragdo SiySPy), toxina que
corresponde a 15% das proteinas do veneno total, foi descrita por CINTRA er al. (1993).
Tratava-se de uma proteina Lys49, de estrutura homéloga a PLA;, constituida por uma
tnica cadeia polipeptidica, com 121 residuos de aminoacidos, peso molecular de 13.720 e
sete pontes dissulfeto.

O antagonismo aos efeitos miotoxicos do veneno de Bjssu e da BthTX-I foi
investigado por MELO ef al. (1993) através do uso de polidnions (heparina, sulfato de
dextrana e sulfato de condroitina). A miotoxicidade foi avaliada em camundongos, in vivo €
in vitro, pela determinagdo enzimatica de creatinocinase (CK), proteina presente nas linhas
M de células musculares intactas. Os polidnions formam complexos 4cido-basicos com as
miotoxinas basicas presentes em venenos botrdpicos, neutralizando, desta forma, sua

miotoxicidade.

A cristalizacdo da miotoxina fosfolipasica Lys49, BthTX-I, foi realizada por
ARNI et al. (1995). Analises preliminares revelaram a presenga de quatro moléculas na
unidade assimétrica, em compara¢do a miotoxina II da B. asper, também uma PLA, Lys49

mas que contém duas moléculas nesta unidade.

A seqiiéncia do codigo de cDNA da BthTX-I foi realizada por WARD e al.
(1995), com o objetivo de entender a relagdo estrutura/fungdo de dano a membrana,
causado pela subfamilia Lys49-PLA,. Tal estudo mostrou que a BthTX-I é uma Lys49 e,
em comparac¢io com a ja conhecida estrutura da miotoxina II da B. asper, demonstrou que
os aminoacidos envolvidos na formagdo de uma nova estrutura dimérica na proteina

também foram conservados.

A fun¢do da atividade fosfolipasica foi investigada por RODRIGUES-
SIMIONI et al. (1995), em cultura de mi6citos, sobre a a¢do farmacolégica da BthTX-1. Os
resultados demonstraram que a baixa atividade fosfolipasica da BthTX-I parece ndo
desempenhar papel relevante sobre o efeito bloqueador da atividade contratil. Dos estudos
com dantrolene, droga que impede a liberagdo de célcio do reticulo sarcoplasmatico, os
autores concluiram que os mecanismos e (ou) “pools™ de Ca®", que podem ser
antagonizados por este agente, ndo estdo ligados aos efeitos da BthTX-I sobre a contragdo
muscular.
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As atividades enzimatica e biologica da BthTX-I e da BthTX-II, fosfolipases Az
homologas, foram determinadas como sendo atividades dissociadas ou independentes
(LANDUCCI et al. (1998). Estes autores sugeriram que a hidrolise de fosfolipidios pela

PLA, ndo seria essencial para a formagdo de edema.

Mais recentemente, SILVA GIOTTO ef al. (1998) caracterizaram a alteragao
conformacional da BthTX-1, cristalografica e espectroscopicamente, e relacionaram a
possivel relevancia na transi¢éo desta estrutura com a atividade Ca”"-independente de dano

sobre membrana .

Uma tGnica etapa para a purificagdo da BthTX-I foi proposta por SPENCER
et al. (1998) representando, principalmente, em um grande ganho de tempo. A pureza e a
identidade foram comprovadas por SDS-PAGE e o seqiienciamento N-terminal resultou em
uma banda tnica, com massa molecular de cerca de 14 kDa e a seqiiéncia esperada dos

cinco primeiros residuos, S-L-F-E-L.

A neutralizagdo dos efeitos neurotéxico e miotoxico do veneno de B.
jararacussu e da BthTX-1, através de soro antibotropico comercial foi investigada por
OSHIMA-FRANCO et al. (2000) em preparagdes nervo frénico-diafragma e extensor
digitorum longus de camundongos. Os autores apontaram para uma baixa eficiéncia do soro
comercial em neutralizar os efeitos miotéxicos, ao contrario de seu efeito protetor contra os

efeitos neurotéxicos do veneno bruto e sua principal toxina.

A neutralizagio dos efeitos neurotoxicos e miotoxicos da BthTX-I
continuaram sendo investigados por OSHIMA-FRANCO er al. (2001), através de
antiveneno produzido em coelhos contra a crotoxina, e os resultados obtidos foram
comparados a neutralizagio exercicida pela heparina e s3o constantes do capitulo 1 deste

projeto.

Novos achados bioquimicos foram acrescentados por DE OLIVEIRA et al.
(2001a) e DE OLIVEIRA et al. (2001b). Estes autores referiram ser a BthTX-I uma Lys49-
PLA, homodimérica, onde se localiza um unico residuo Trp77 na interface do dimero. A
forma dimérica da BthTX-I pode ser dissociada em pH=5.0 com a conseqiiente exposicao
do residuo Trp77 ao solvente aquoso. Verificaram, ainda, em estudos com lipossomos, que

o dano 4 membrana é facilitado quando a BthTX-I encontra-se em sua forma dimérica.
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Este projeto teve como objetivo principal avangar no conhecimento do
mecanismo de acdo da BthTX-I, a principal miotoxina isolada do veneno de Bothrops
jararacussu. Esta intrigante toxina despertou grande interesse na area da Toxinologia
devido a sua caracteristica bioquimica (uma PLA; Lys49, sem atividade fosfolipasica) e sua
acio toxica (uma elevada miotoxicidade) ndo decorrente, portanto, de atividade
fosfolipasica. Além disso, a fisiopatologia causada pelo envenenamento por esta serpente €
o tradicional tratamento adotado em casos considerados graves, a administra¢do de soro
anticrotalico em associagdo ao soro antibotrépico, norteou outro objetivo deste trabalho.
Considerando-se o nivel do desafio proposto utilizaram-se varios agentes farmacolégicos e

diferentes recursos analiticos.

Assim, trés etapas principais foram tracadas e apresentadas na forma de
capitulos (cada um contendo objetivos especificos, resultados e discussdo), na tentativa de
melhor abordar cada tema, a saber:

e Capitulo 1: intitulado Neutraliza¢do da bothropstoxina-1 (B. jararacussu)

por antiveneno crotoxinico (Crotalus durissus terrificus) e heparina.

e Capitulo 2: intitulado Transmissdo neuromuscular: influéncia de ions

manganés no estudo da farmacologia da BthTX-I (B. jararacussu).

e Capitulo 3: intitulado A contribuicdo da eletrofisiologia no estudo da
farmacologia da BthTX-I (B. jararacussu).

Uma discussdo geral integrou os trés capitulos e permitiu apresentar um

provavel mecanismo de agao da BthTX-1. sobre a jungdo neuromuscular.
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3. CAPITULO 1

Neutralizacio da bothropstoxina-I (Bothrops
jararacussu) por antiveneno crotoxinico (Crotalus
durissus terrificus) e henarina






O estudo do veneno de Bothrops jararacussu (Bjssu) teve seu inicio com
VITAL BRAZIL & PESTANA (1909). VITAL BRAZIL (1903) mostrava que o soro
anticrotalico revelava-se muito mais ativo que o antibotropico nos acidentes causados pela
Bjssu. Os sinais e sintomas exibidos no envenenamento causado por esta serpente
assemelhavam-se, em parte, aos observados no acidente crotélico (VITAL BRAZIL, 1911).
GONCALVES (1956) descreveu que o veneno de Bjssu continha um peptidio semelhante a
crotamina ("crotamine-like"), enquanto VITAL BRAZIL (1966) verificou que esta pegonha
apresentava, a semelhanga da crotoxina do veneno da cascavel sul americana, a propriedade

de inibir a contratura causada pela acetilcolina no diafragma desnervado de rato.

O tratamento especifico preconizado pelo MINISTERIO DA SAUDE DO
BRASIL (1998) ¢ a soroterapia que, no caso de acidente causado por venenos botrépicos,
requer a administra¢do de soro antibotrépico por via intravenosa, 0 mais precocemente

possivel e, na falta deste, de soro antibotrépico-crotalico ou antibotropico-laquético.

A maioria dos antivenenos comerciais existentes sdo de origem eqiiina e a
imunizagdo é realizada com venenos de um niimero limitado de espécies do mesmo género
ou de género diferente para aumentar o espectro de neutralizagdo do antiveneno
(RUSSELL, 1988). A neutralizacdo de venenos de espécies diferentes daquelas usadas na
imunizagdo pode ocorrer devido 2 reatividade antigénica cruzada. Realmente, os venenos
podem estar relacionados entre si, farmacologica e (ou) estruturalmente, 0 que permite a

consegiiente neutralizacdo por antiveneno heterélogo (MENEZ, 1985).

Neste estudo. verificou-se a capacidade do antiveneno crotoxinico em
neutralizar os efeitos neurotoxico e miotoxico induzidos pela BthTX-I, em preparacédo
nervo frénico-diafragma, usando como referéncia a capacidade neutralizante da heparina

sobre o efeito miotoxico da BthTX-I.
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3.1. REVISAO DA LITERATURA
3.1.1. Estudos de ne: 1liza¢do com anticorpos

Anticorpos policlonais e monoclonais contra miotoxinas botrépicas tém sido
usados em estudos de neutralizacdo, para avaliar a contribuicio relativa dessas toxinas no
dano muscular induzido pelo veneno total (GUTIERREZ, OWNBY, ODELL, 1984;
LOMONTE, GUTIERREZ, MATA, 1985; LOMONTE et al.,1987a; LOMONTE et al.,
1990b; LOMONTE et al., 1992; LOMONTE & KAHAN, 1988; MOURA et al., 1991a;
OSHIMA-FRANCO et al., 1999; OSHIMA-FRANCO et al., 2000; OSHIMA-FRANCO et
al., 2001), para determinar a presenga de miotoxinas e sua relagdo antigénica em diferentes
venenos (LOMONTE et al., 1985; LOMONTE, MORENO, GUTIERREZ, 1987b;
LOMONTE ef al., 1990a; LOMONTE et al., 1990b; LOMONTE et al., 1991; MOURA,
CARDOSO, TANIZAKI, 1990; MOURA et al., 1991a; MOURA et al., 1991b), para
estudar a relagdo estrutura-fungdo em miotoxinas (YOSHIZUMI et al., 1990; LOMONTE
et al., 1992; NIKAI et al., 1993), para visualizar a miotoxina ligada a sec¢des de musculo
in vitro (BRENES, GUTIERREZ, LOMONTE, 1987; MENEZ et al., 1992), para avaliar a
distribuicdo de miotoxinas e anticorpos in vivo, em modelos animais (ROVIRA,
CARMONA, LOMONTE, 1992) e para avaliar a eficicia de antivenenos, em estudos
clinicos (DOS-SANTOS et al., 1992; JORGE et al., 1995), ou experimentais (OSHIMA-
FRANCO et al., 1999; OSHIMA-FRANCO et al., 2000; OSHIMA-FRANCO et al.,
2001).

3.1.2. Estudos de neutraliza¢io com heparina

A heparina, uma substdncia com ac¢3o anticoagulante, ¢ uma
glicosaminoglicana altamente sulfatada que € produzida e armazenada exclusivamente nos

granulos secretores dos mastocitos.

Glicosaminoglicanas sdo mucopolissacarideos que consistem de complexas
cadeias de carboidratos caracterizadas por seu teor em aminoagicares (glicosaminas) e

acidos urdnicos (glicurénico). Como constituintes da substancia fundamental ou da matriz
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extracelular, estdo associadas aos elementos estruturais dos tecidos conjuntivos
propriamente ditos, a elastina e o coldgeno, ou de tecidos conjuntivos especializados, como
0 0sso e a cartilagem. Suas propriedades de reter grande quantidade de agua e ocupar
espaco, assim protegendo ou lubrificando outras estruturas, estao associadas com o grande
ntimero de grupos —OH e cargas negativas na molécula, as quais, por repulsdo afastam
cadeias de carboidratos.

Exemplos de glicosaminoglicanas sdo o acido hialurénico, o sulfato de
condroitina e a heparina. Esta ultima, é sintetizada pelos mastdcitos a partir de agucares
precursores de uridinodifosfato como um polimero de residuos alternantes de acido D-
glicurdnico e N-acetil-D-glicosamina (BOURIN & LINDAHL, 1993). E comumente
extraida de mastocitos da mucosa intestinal suina e do pulmdo bovino. Ha diferencas na
composigdo de heparinas comerciais, mas suas atividades biologicas sdo semelhantes. A
heparina é comercializada como sal sodico ou solugdo e a Gltima ¢ usada para a estocagem
de sangue. A heparina tem ago direta e imediata, dai ser a droga de escolha para produzir
um efeito anticoagulante rapido. E administrada por via parenteral. Por via oral ou

sublingual, ¢ inativa. Ela ndo atravessa a barreira placentaria.

Outras glicosaminoglicanas relacionadas a heparina s@o os sulfatos de heparan e
dermatan. O sulfato de heparan é encontrado na superficie da maioria das células
cucarioticas e na matriz extracelular. Sofre menos modificagdes do polimero que a heparina
e produz um efeito anticoagulante in vitro quando acrescentado ao plasma. As moléculas de
sulfato de heparan, na superficie das células endoteliais vasculares ou na matriz extracelular
subendotelial, interagem com a antitrombina circulante para fornecer um mecanismo

antitrombotico natural.

O sulfato de dermatan também é um componente da superficie celular e da

matriz extracelular e também produz efeito anticoagulante in vitro.

A heparina ¢ encontrada nos granulos secretores dos mastocitos ao redor de
vasos, em 6rgdos e tecidos ricos nessas células (pulmdes, musculos, figado, sangue). Ao ser
liberada pelos pelos granulos secretores, a heparina é rapidamente fagocitada e destruida

pelos macréfagos. Sob condigdes normais a heparina nio € detectada no plasma.

Capitulo {
39



Em 1939, BRINKHOUS et al.” descobriram que o efeito anticoagulante da
heparina era mediado por um componente endogeno do plasma, denominado co-fator da
heparina. Trinta anos depois, a antitrombina foi purificada do plasma e descobriu-se que
atuava como co-fator da heparina. A antirombina ¢ um peptidio glicosilado de cadeia
unica, com uma massa de 58 kDa, que inibe rapidamente a trombina, apenas em presenga
de heparina (OLSON & BJORK, 1992). A proteina ¢ homologa a familia o 1-antitripsina de
inibidores da protease, batizadas de serpinas, ou inibidores da serina proteinase. A
antitrombina € sintetizada no figado e circula em concentra¢oes plasmaticas aproximadas
de 2.6 uM. Inibe os fatores de coagulagao ativados das vias comuns intrinsecas, inclusive a
trombina, aos fatores IXa, Xa, Xla, XIla e calicreina. Entretanto, tem uma atividade
relativamente pequena contra o fator VIla. A antitrombina € um ‘substrato suicida’ dessas
proteases; a inibigdo ocorre quando a protease ataca uma ligagdo peptidica Arg-Ser

especifica no sitio reativo da antitrombina e fica presa como um complexo 1:1 estavel.

A heparina aumenta a rea¢do trombina-antitrombina em pelo menos 1.000
vezes, por atuar como um molde catalitico ao qual se ligam tanto o inibidor quanto a
protease. A ligagdo da heparina induz ainda alteragdo de conformagdo na antitrombina, que
torna o sitio reativo mais acessivel a protease. Quando a trombina se liga a antitrombina, a
molécula de heparina € liberada do complexo. O sitio de ligagdo para a antitrombina na
heparina ¢ uma seqiiéncia pentassacaridica especifica que contém um residuo de
glicosamina 3-O-sulfatado, conforme ilustragdo abaixo (Fonte: BOURIN & LINDAHL
(1993):

;E H,COSO5~
C!SD-_‘_ NHSO,
{ou —SD;‘)
3.8-O-cissultato Acido &-O-sulfato
6-O-sulfaio N-sudtatacis 2-O-suliare N-sulfatado
A estrutura de hgardo d'¢ antitrombirna da heparina.
= Os grup para a ligagio da antiv 1 =30 indicados em iedlico.

: BRINKHOUS er. al. (1939) apud Majerus, P. W., Broze Jr., G. ], Miletich, J. P.Tollefsen, D. M.- Farmacos anticoagulantes,
tromboliticos e antiplaquetarios. In: Hardman,J.G., Limbird, L. E., Molinoff, B., Ruddon, R. W., Gilman, A.
G., eds. As bases Farmacologicas da Terapéutica. 9 ed. México, McGraw Hill, p. 992-993.
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Esta estrutura ocorre em cerca de 30% das moléculas de heparina e € menos
abundante no sulfato de heparan. Outras glicosaminoglicanas (sulfato de dermatan, 4- e 6-
sulfato de condroitina) carecem da estrutura de ligagdo de antitrombina e ndo estimulam a
antittombina. As moléculas de heparina que contém menos de 18 unidades de
monossacaridios (3 a 4 kDa) ndo catalisam a inibigdo da trombina pela antitrombina.
Moléculas com esse comprimento ou mais s3o necessarias para ligar a trombina e a
antitrombina simultaneamente. O pentassacaridio acima ilustrado, pelo contrario, catalisa a
inibicdo do fator Xa pela antitrombina. Neste caso, a catalise ocorre unicamente pela
inducdo de uma alteragdo de conformagio na antitrombina, o que facilita a reagdo com a
protease. As heparinas de baixa massa molecular, que tém um comprimento insuficiente
para catalisar a inibi¢do da trombina, produzem um efeito anticoagulante, principalmente
pela inibigdo do fator Xa pela antitrombina. A membrana celular é impermedavel a heparina
e inibe o canal de célcio que é ativado pelo inositol trifosfato (IP3) do reticulo
endoplasmatico (GOSH er al., 1988; BIRD, BURGESS, PUTNEY, 1993).

Resumidamente, o mecanismo de agfio da heparina € potencializar a a¢do da
antitrombina 111 e assim inativar a trombina; prevenir a conversdo de fibrinogénio a fibrina
e estimular a liberacdo de lipoproteina lipase, que hidrolisa triglicérides a glicerol e acidos
graxos livres (LEIKIN & PALOUCEK, 1996-97).

A utilizagdo de heparina como fator terapéutico nos distirbios da coagulagdo
provocados por picadas de serpentes ¢ antiga (AHUYA, VEERARAGHAVAN, MENON,
1946) e é muito utilizada em acidentes causados pela serpente africana Echis carinatus
(WARREL, POPE, PRENTICE, 1976; TENG, MA, OUYANG, 1985; SCHAEFFER et al.,
1986; SEIGNOT et al., 1992). Recentemente foi demonstrado que a heparina pode ser
eficaz contra a miotoxicidade de alguns venenos botropicos (MELO & SUAREZ-KURTZ,
1988b; MELO & OWNBY, 1999). A heparina e outras glicosaminoglicanas e polianions,
devido ao seu carater acido, formam complexos com miotoxinas fosfolipasicas isoladas de
venenos de B. jararacussu (MELO et al., 1993) e B. asper (LOMONTE et al., 19%4a;
LOMONTE et al, 1994b), que possuem carater basico, neutralizando suas atividades

toxicas quando pré-incubadas in vitro.
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3.2. OBJETIVOS

Utilizando-se um modelo de preparacdes isoladas nervo frénico-diafragma de

camundongos, este estudo teve como objetivos:

a) Verificar a capacidade neutralizante aos efeitos neurotdxico e miotoxico da
BthTX-I, principal fracdo isolada do veneno de Bothrops jararacussu, por antiven: )
produzido em coelhos, a partir de imunizag@o sucessiva com crotoxina, principal fra¢ao

1isolada do veneno de Crotalus durissus terrificus.

b) Comparar os resultados obtidos acima, com protocolos similares realizados

com misturas toxina:heparina.
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3.3. MATERIAIS E METODOS

e Animais

Coelhos machos New Zealand, adquiridos de produtor e mantidos no biotério
do Departamento de Farmacologia, Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade Estadual
de Campinas (UNICAMP) e camundongos Swiss, fornecidos pela Central de Bioterismo
(UNICAMP). Este projeto, sob o protocolo n’ 255-1 (Anexo, p. 164), foi integralmente
aprovado pela Comissio de Etica na Experimentagdo Animal (CEEA-IB-UNICAMP).

e Toxinas

A BthTX-I foi fornecida pelo Dr. J. R. Giglio, Departamento de Bioquimica da
Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo USP), Ribeirdo Preto (SP). A crotoxina
(CrTX) foi fornecida pelo Dr. Stephen Hyslop, Departamento de Farmacologia, Faculdade
de Ciéncias Médicas, UNICAMP. IgG-AntiBjssu (antiveneno produzido em coelhos contra
veneno total de B. jararacussu) foi fornecido pela Dra. Diva F. Cardoso, Laboratério de

Imunopatologia, Instituto Butanta, Sao Paulo (SP).

e Reagentes

Os reagentes adjuvante completo de Freund Hj; Ra DIFCO Laboratories
(Detroit, MI, EUA), adjuvante incompleto Oleo Mineral, lote 709279 (Unido Quimica
Farmacéutica Nacional S/A, Embu Guagu, SP), Historesin Embedding Kit (Leika
Instruments GmbH, NuBloch/Heidelberg, Alemanha), Heparin® heparina sodica 5.000 U.IL.
197111616, (Cristalia - Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, Itapira, SP) mais a solu¢ao
nutritiva utilizada nas preparagdes biologicas: Solu¢do de Tyrode (pH 7,0) — composi¢do
em mM — NaCl 137; KCI 2.7; CaCl, 1.8; MgCL 0.49; NaH,PO4 0.42; NaHCO; 11.9 €

glicose 11.1 foram, assim, obtidos.
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e Imunizac¢io Direta

Os coelhos, mantidos em gaiolas individuais, receberam ragdo e 4gua ad
libitum. A primeira sangria, antes de qualquer tratamento, representou a condigdo- controle.
A dose do antigeno (crotoxina), definida para ser injetada nos coelhos, através da via s.c..
foi de duas vezes a DL50 via iv. para camundongos (MIDDLEBROOK & KAISER,
1989). A primeira imunizagdo foi realizada com adjuvante completo de Freund. Apds
intervalo de 2 semanas, foram realizadas imuniza¢des semanais com adjuvante incompleto
(6leo mineral). A produ¢do de anticorpos foi monitorada pelo método de imunodifusdo
dupla (OUCHTERLONY, 1949). Apés 3 meses e meio, o animal foi exsanguinado via
carétida. O soro foi separado, aliquotado e armazenado em freezer, a -25°C. Em parte do
sangue adicionou-se anticoagulante para a obten¢do de plasma e posterior purificagdo do

antiveneno.

e Imunodifusao dupla

Este método foi descrito por OUCHTERLONY (1949) e consiste em se
depositar o antigeno (crotoxina, 1 mg/ml) e o anticorpo (soro, 20 pl) em pontos diferentes
(orificios de 3 mm de didmetro) de uma camada de gel (4 ml de 4gar 1.2% em phosphate-
buffered saline (PBS) posta em posi¢do horizontal sobre uma limina de microscopia.
Antigeno e anticorpo difundem-se um contra o outro, formando o precipitado. Na mesma
lAmina foram testados o soro do animal sem qualquer tratamento (0 que representou a
condi¢do-controle) e o soro obtido apés imuniza¢do. Apos 48 horas e lavagem por 3 dias,
as laminas foram envolvidas em papel de filtro umedecido, deixadas secar "a temperatura
ambiente e posteriormente coradas. O acompanhamento da produgio de anticorpos era
realizado até que a linha de precipitagdo se tornasse intensa, sinalizando a interrup¢do do
processo de imunizagdo e posterior sacrificio do animal.
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e Dosagem de proteinas

Foi utilizado o método proposto por PETERSON (1977) baseado em uma curva
padrio de proteinas ("linear log-log"). As amostras (soro ¢ plasma) foram diluidas 1:100
em agua destilada. Na seqiiéncia, aliquotas de 20 ul foram novamente diluidas em 480 pl
de agua destilada. Foram adicionados 500 pl da solugdo de trabalho A. Os tubos foram
agitados em voértex ¢ deixados em repouso, a temperatura ambiente, por 10 minutos. Foram
adicionados 250 pl da solugdo de trabalho B, agitando em vértex e aguardando-se 40
minutos a temperatura ambiente, para leitura das absorbéncias, em espectrofotometro, a 700
nm, contra agua destilada. Um branco de reativos, com 0 mesmo tratamento, foi utilizado,
substituindo-se a amostra por 4gua destilada. O conteido de proteinas (mg/ml) foi
quantificado pela extrapolagdo da curva padrio de albumina de soro bovino (BSA),
processada paralelamente as amostras biologicas, em fungdo das leituras de absorbancias
obtidas.

Solugdes usadas na dosagem de proteinas:

Reativo I:

Sulfato ciprico pentahidratado 02g
Tartarato de sodio e potassio 04¢g
Bicarbonato de sodio 20.0g
Agua destilada g.s.p. 100 ml

Preparo do reativo I:
1) Dissolver o bicarbonato de sédio em 50 ml de 4dgua destilada.

2) Dissolver o tartarato de sodio e potassio nos 50 ml de agua destilada restantes e adicionar
o sulfato cuprico pentahidratado, sob agitagao.

3) Misturar a solug@o 1 com a solugdo 2, agitando.
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Reativo II: Solugdo SDS ("sodium dodecyl sulfate™) 10%
Reativo I1I: Hidréxido de Sodio, 0.8 N

Reativo I'V: Reagente para fenol de Folin Ciocalteau, 2 N
Padrdo: BSA 1 mg/ml

Preparo das solugdes de trabalho A e B:

A: misturar nas proporg¢oes (1:1:1:1) o reativo I: reativo III: agua destilada:
reativo II. B: misturar na propor¢do (1:2) o reativo IV: agua destilada. Preparar no

momento do uso.

Preparo da Curva-padrdo de BSA: a solugdo-mae (1 mg/ml) foi diluida em agua
destilada até atingir as concentragdes finais de 5, 10, 20, 30, 40 e 50 ug/ml.

o Purifica¢ao de IgG de coelho AntiCrTX por cromatografia de afinidade
(Sepharose-Proteina G) usando sistema FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography)

De uma parte do sangue do coelho colhido com anticoagulante (plasma)
retirou-se os lipidios presentes e dialisou-se por 16 h em 50 mM de Tris/HCI pH 7.5
(tampao A). Seis aliquotas individuais de 0.5 ml foram diluidas no tampao A (v/v) e
submetidas a cromatografia de afinidade em coluna de Sepharose-Proteina G de 5 ml,
previamente equilibrada com o mesmo tamp3o, usando o sistema FPLC (Pharmacia). Apos
a lavagem de proteinas ndo aderidas a proteina G, a fragdo IgG foi eluida utilizando-se 0.2
M de glicina/HCI, pH 2.8, contendo 0.5 M de NaCl. Fragoes de 1 ml foram coletadas em
tubos contendo 60 plde Tris, 1M, e a eluigao foi monitorada pela leitura da absorbancia
no comprimento de onda a 280 nm. Os tubos correspondentes a fragdo IgG foram reunidos
e o material foi dialisado em 50 mM de Tris, pH 7.5. Apds a didlise, a fragdo IgG foi
concentrada por pressdo positiva (sistema Amicon). A absorbancia do material foi obtida
em 280 nm e a concentragdo protéica foi determinada (3.3 mg/ml) usando-se o coeficiente
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de extingdo para IgG de coelho. A fragdo IgG foi entdo aliquotada e estocada a -20 °C até o

momento do uso.

e ELISA: avaliacio da reatividade dos antivenenos AntiCrTX (nao-

purificado) ou de IgG-AntiCrTX (purificado) frente ao veneno total ou 2 BthTX-I:

Placas de microtitulagdo (Corning, New York) foram sensibilizadas por 2 h a
37°C com 100 pl/cavidade de uma solugdo de PBS contendo a toxina ou 0 veneno total (15
pg/ml). Apés a sensibilizagdo, as placas foram lavadas por 4 vezes consecutivas com
tampdo de lavagem (PBS contendo 0.05% de Tween 20) e em seguida, incubadas por 1 ha
37 °C com solugdo saturante (PBS contendo 2% de gelatina). Apds novo ciclo de 4
lavagens as placas foram incubadas por 1 h a 37°C com antivenenos produzidos por
imunizacdo de coelhos, IgG-AntiCrTX (purificado) ou com IgG-AntiBjssu (a partir de
200 pg/ml) ou ainda, com diferentes dilui¢des de antiveneno AntiCrTX (ndo purificado) ou
soro normal (a partir de 1:200), diluidos em tampéo de incubagio (PBS contendo 0.5% de
gelatina). Apos este periodo, as placas foram lavadas e incubadas por mais 1 h a 3 °C com
o conjugado imunoenzimético (IgG de cabra anti-IgG de coelho conjugado com peroxidase,
diluido 5000 vezes em tampdo de incubagdo contendo 0.05% de Tween 20). Ao fim deste
periodo, as placas foram submetidas a um novo ciclo de lavagem e a reagdo foi revelada
pela adigdo de 100 pl da solugdo cromégeno/substrato (0.5 mg/ml de OPD, ortho-
phenylene diamine, dissolvido em tampdo citrato 0.15 M, pH 5.0 contendo 15 pl de
peroxido de hidrogénio/10 ml de solugdo cromogénica). Apos 5 minutos a reagdo foi
bloqueada pela adigdo de 50 pl/cavidade de H,SO; a 30% e as placas foram lidas em
espectrofotdmetro (Titertek Multiskan) usando filtro de absorbancia para 492 nm.

e Immunoblotting

BthTX-I (15 pg) foi separada através de SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis) 12.5% utilizando o sistema padrio Laemmli
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(LAEMMLI, 1970). As proteinas separadas foram transferidas eletroforeticamente para as
membranas nitrocell (Pharmacia Biotech., codigo 80622079). As tiras foram bloqueadas a
temperatura ambiente, com BSA 3%, dissolvido em PBS (p/v) durante 3 h. As membranas
foram incubadas durante a noite com diferentes concentragdes de IgG-AntiCrTX
(purificado) ou com AntiCrTX (ndo purificado), diluido em 1% de PBS-BSA. Depois de
lavar com PBS-Tween 0.5%, os anticorpos foram detectados com IgG de cabra anticoelho
conjugado com peroxidase recoberta com anticorpo de cavalo (BioRad, cat. 172.1019). O
“blot™ foi lavado e revelado com 4-cloro-1-naftol (Serva, Alemanha).

e Preparacio Nervo Frénico-Diafragma

Apds anestesia com hidrato de cloral (300 mg/kg), os camundongos foram
sacrificados pela secgdo e sangria dos vasos cervicais. O diafragma com o nervo frénico foi
cuidadosamente retirado pelo método de BULBRING (1946) modificado para
camundongo, colocado em cuba contendo 5 ml de solugdo de Tyrode e preso, através dos
musculos da costela, por dois ganchos existentes na base da cuba. A temperatura foi
mantida a 37°C e a preparac¢éo aerada com carbogénio (mistura de 95% O, e 5% CO,).

O registro da for¢a de contragdo muscular, em resposta a estimulos
supramaximais, foi realizado através de transdutor isométrico Load Cell BG-10 GM,
acoplado a um fisiégrafo Gould Universal Amplifier Model RS 3400.

O muisculo foi submetido a tensdo constante de 5 g/cm e a estimulacdo indireta
(nervo frénico), com pulsos supramaximais, gerados por estimulador S48F (Grass
Instruments), de 0.2 ms de duragdo e 0.1 Hz de freqiiéncia, por um periodo de 20 minutos
para estabilizagdo. Findo este periodo, o musculo recebeu varios tratamentos, descritos
abaixo.
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e Neutraliza¢do cruzada da atividade bloqueadora induzida pela BthTX-I

Em todos os experimentos foram utilizadas concentragées de 20 pg/ml de
BthTX-I. A escolha desta dose foi baseada em resultados anteriormente obtidos com 10
pg/ml (ndo mostrado) e 20 pg/ml de toxina (OSHIMA-FRANCO et al., 2000).

Misturas toxina-heparina ou toxina-antiveneno, na propor¢@o 1:3, foram pré-
incubadas a 37°C, por 30 minutos e, posteriormente, adicionadas a cuba contendo a
preparagdo nervo frénico-diafragma, para determinar a capacidade neutralizante da
heparina ou dos antivenenos crotoxinicos — AntiCrTX ou IgG-AntiCrTX. A escolha desta
proporgio foi baseada em ensaios preliminares com o antiveneno, que se mostrou efetiva
em conter o efeito bloqueador da BthTX-I. Cada experimento teve duragdo de 120 minutos.
Ao final deste periodo, as preparagdes foram fixadas em solu¢do de Bouin e reservadas
para processamento histologico. As preparagdes incubadas com solugdo de Tyrode
representaram os controles. Em alguns experimentos a preparagdo foi incubada com

heparina ou com os antivenenos (AntiCrTX ou IgG-AntiCrTX) sozinhos.

e Microscopia optica: analise histoléogica

A preparagdo nervo frénico-diafragma incubada com — BthTX-I (20 pg/ml) ou
com as misturas (1:3) toxina-antiveneno ou toxina-heparina ou apenas com solu¢do de
Tyrode ou os antivenenos (60 ul/ml), AntiCrTX ou IgG-AntiCrTX, foi fixada em solugao
de Bouin, ap6s o término do experimento (120 minutos) e processada para posterior analise
histolégica. Apés fixagdo, os diafragmas foram desidratados e incluidos em historesina
LKB (Bromma, Suécia); em seguida, foram confeccionados os blocos. Estes foram
cortados em micrétomo Leika RM 2035 e as secgdes (2 um de espessura) foram montadas
em laminas e coradas com uma mistura de azul de toluidina 0.5% (Vetec, Sdo Paulo) e
Borax 5% (Quimesp, Sdo Paulo). O dano morfolégico (indice de mionecrose) foi
quantificado pela contagem do numero de células lesadas e expresso como porcentagem do
nimero total de células em trés dreas ndo superpostas, nio adjacentes de cada musculo

(indice de mionecrose = [(nimero de células lesadas : nimero total de células) X 100].
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Foram consideradas células lesadas as que apresentavam alteragdes leves (algumas regides
da fibra muscular com rupturas de membrana, sem nenhum comprometimento no
mecanismo contratil, pelo pardmetro miografico), moderadas (quando a fibra muscular
mostrava-se lesada na sua extensio) e severas (quando a maioria das fibras musculares
mostravam-se¢ mionecroticas, caracterizadas por vacuolos, aglutinagdo condensada de
miofibrilas, fibras sem estriagGes ¢ perda de material nuclear). Este procedimento foi usado

em todos os experimentos-controle e preparagdes tratadas.

e Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro-padrdo. A significincia das
diferengas observadas foi determinada pelo teste ndo-pareado “7-Student”, com valor
P<0.05 considerado significativo.
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3.4. RESULTADOS
Ensaios realizados com o antiveneno crotoxinico:
e Dosagem de proteinas

As concentra¢des de proteinas do antiveneno AntiCrTX foram de 78.5 mg/ml
(soro) e 82.5 mg/ml (plasma), respectivamente. A maior concentragio no plasma deve-se
ao fato de que neste material biologico estdo presentes proteinas que participam da cascata
da coagulagdo, ao passo que o soro, sendo desprovido dessas proteinas exibiu um valor

menor. A concentracio de proteinas no antiveneno purificado (IgG-AntiCrTX) foi igual a
3.3 mg/ml.

o ELISA

A Figura 1 representa a reatividade dos antivenenos, em diferentes
concentragdes de IgG-AntiCrTX (purificado) ou AntiCrTX (ndo purificado) ou IgG-
AntiBjssu (antiveneno contra o veneno total de B. jararacussu). Os diferentes antivenenos
foram incubados em placas de microtitulagdo previamente sensibilizadas com BthTX-I
(Fig. 1A) ou com o veneno total de Bjssu (Figura 1B).

e Immunoblotting

A Figura 2 ilustra o “immunoblotting” realizado com BthTX-I (15 pg) e
revelado com 100 pg de IgG-AntiCrTX (1) ou AntiCrTX diluido 1:100 (2). Note que
ambos os antivenenos, o purificado e o nio purificado. reconheceram as bandas da

BthTX-I.
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e Bloqueio neuromuscular induzido por BthTX-I e sua neutraliza¢io

A BthTX-I (20 pg/ml) produziu 50% de bloqueio neuromuscular em intervalo
de tempo de 31 + 4 min (n=9), ideal para se estudar a capacidade neutralizante dos
antivenenos e da heparina. A Figura 3A mostra que o controle Tyrode, bem como as
preparacdes tratadas com os antivenenos (purificado ou ndo purificado) na proporgéo 1:3,
ndo alteraram a resposta basal. Entretanto, preparacdes tratadas apenas com a heparma (1:3)
mostraram um inédito efeito facilitador (aumento da amplitude da resposta contratil),
significativamente diferente do controle Tyrode (P<0.05).

Os ensaios de neutralizacdo mostraram que o efeito neurotéxico induzido pela
BthTX-I foi clara e significativamente antagonizado pelo tratamento com os antivenenos €
com a heparina (P<0.01, Figura 3B). Os antivenenos (purificado ou n3o) foram eficientes
em neutralizar o bloqueio neuromuscular caracteristico da toxina (P<0.01) e ndo foram
significativamente diferentes entre si. Interessante foi o efeito da mistura toxina:heparina
(1:3) que, como ocorrido no tratamento com a heparina sozinha, induziu o0 mesmo efeito
facilitador, mostrando a eficiéncia deste polidnion em impedir a agdo neurotéxica da
miotoxina, representada pelo bloqueio neuromuscular. Compare a semelhanga dos perfis
miograficos das preparacdes incubadas com heparina com a da mistura toxina:heparmna
(Figura 3A, B).

e Alteragoes morfologicas induzidas pela BthTX-I e sua neutralizacao

A Figura 4 ilustra sec¢bes longitudinais de preparagbes nervo frénico-
diafragma apdés 120 min de incubagdo, sob estimulagdo elétrica indireta. A Figura 4A
mostra a aparéncia histologica do musculo, incubado com solugdo nutritiva Tyrode
(controle). Foi observado que 17.5 + 5% das fibras apresentavam alteragdes consideradas
leves ao longo de sua extensdo (flechas), enquanto as demais mostravam-se bem
organizadas. Nestas, observam-se niicleos (N) arranjados perifericamente, o que possibilita

visualizar suas estriagdes e sua aparéncia normal.
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A Figura 4B ilustra uma sec¢do de musculo apds o tratamento com heparina,
onde algumas fibras assemelham-se ao controle Tyrode, enquanto outras apresentam um
aspecto escuro € sem estriagdes. O tratamento com heparina induziu alteragdes
morfologicas leves e em um pequeno nimero de fibras com alteragdes consideradas
moderadas. O indice de mionecrose resultante do tratamento com a heparina foi de 27 +

9%, ndo significativamente diferente do controle Tyrode.

A Figura 4C ilustra a aparéncia estrutural de fibras musculares de preparac¢Ges
incubadas com antiveneno AntiCrTX, com 24 + 7% de fibras lesadas e sem diferenca
significativa em relagdo ao controle Tyrode. Observe que as fibras assumiram uma
disposi¢do ondulada ou ficaram contraidas, escurecidas ou interrompidas ao longo de sua

extensdo (flechas).

A Figura 4D retrata a aparéncia de uma prepara¢do incubada com IgG-
AntiCrTX com fibras onduladas, por vezes descontinuas (flechas) e cujo indice de fibras
lesadas, consideradas moderadas, foi de 34.5 + 9% no total de experimentos realizados.
Nio houve diferenga significativa em relagdo as preparacgdes incubadas com Tyrode.

A Figura 5 mostra sec¢des longitudinais de preparacdes incubadas com BthTX-
I (A) ou em mistura toxina:heparina (B) ou com antivenenos, AntiCrTX (C) ou IgG-

AntiCrTX (D), sob estimulagdo elétrica indireta por 120 minutos.

A toxina produziu cerca de 48 + 6% de fibras lesadas no total de experimentos
realizados. Para ilustrar o tipo de dano produzido pela BthTX-I foi selecionada uma éarea
com altera¢Ges consideradas severas (Figura 5A) e caracterizadas por intensa mionecrose,
onde as miofibrilas apresentam-se hipercontraidas, escurecidas e densamente agrupadas,
em algumas regides. Ha canais e vactolos (V) correspondentes a areas citoplasmaticas
aparentemente desprovidas de miofibrilas, acompanhado de um escurecimento do nicleo e

aparéncia amorfa das fibras devido a auséncia de estriag@o.

A Figura 5B mostra o efeito da BthTX-I em presen¢a de heparina apos 120
min. Neste caso, o nimero de fibras lesadas (de grau moderado a severo) foide 34 + 7% e

ndo significativamente diferente ao da toxina sozinha.
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Quando as preparagdes foram incubadas com misturas BthTX-I:AntiCrTX
houve cerca de 70% de protegdo (Figura 5C). O nivel de fibras lesadas foi de 15 £ 4% e
significativamente diferente quando comparado a valores de BthTX-I (£<0.01). Por outro
lado, IgG-AntiCrTX protegeu cerca de 45% (Figura 5D). Neste tratamento o nivel de fibras
lesadas foi de 26.5 + 6%, também significativamente diferente quando comparado aos
valores da toxina (P<0.05). Nao houve diferenga significativa entre os antivenenos,

AntiCrTX e IgG-AntiCrTX, quanto a protegdo contra os efeitos miotéxicos da toxina.

Capitulo |
54



—eo— |gG-AntiBjssu
—u— |gG-AntiCrTX
—a— AntiCrTX
—&— Controle

2000
1500 -
=
c
o
2
1000 -
O
0
500
0 | | I 1
500 100 10 1 0.1
2000 -

1500 \ B

=
c
oy 1000 —
o3}
B <
@)
)
500 <
®.
"'\\\
’\«L\__
0———-—Q___"
0 | T T ]
500 100 10 1 0,1

Concentragao (ug/ml)

Fig. 1 - Reatividade dos antivenenos (ELISA). Diferentes concentracdes de IgG-AntiCrTX, IgG-AntiBjssu
e AntiCrTX em relacdo ao controle (soro normal de coelho). Os diferentes antivenenos foram
incubados em placas de microtitulagdo previamente sensibilizadas com BthTX-I (A) ou Bjssu (B).
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MMP (kDa)

Fig. 2 - Immunoblotting de BthTX-I frente aos antivenenos IgG-AntiCrTx e AntiCrTx.
BthTX-I (15 pg) foi incubada com 100 pg/ml de IgG-AntiCrTX (1) ou AntiCrTX
diluido 1:100 (2) e revelada com conjugado IgG-peroxidase anti-coelho e 4-cloro-
1-naftol. MP - marcador de proteinas (em kDa): lisozima —14.3, B-lactoglobulina —

18.3, anidrase carbonica (eritrocitos bovinos) —29.0, ovalbumina —43.0, albumina

de soro bovino —68.0 e fosforilase B (musculo de coelho) —97.4.
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Fig. 3 — Curvas da resposta contratil dos controles e da neutralizagdo da BthTX-I. (A)
Efeitos neuromusculares de preparagdes nervo frénico-diafragma de camundongos
(estimulo indireto). As preparagdes foram expostas a solugdo de Tyrode,
AntiCrTX, IgG-AntiCrTX, Heparina e BthTX-I. Note a agdo facilitatoria da
Heparina. «P<0.05, comparado ao controle Tyrode. Os pontos representam a média
+ o erro-padrio do nimero de experimentos indicados nos parénteses. (B)
Neutralizagio da agio neuromuscular da BthTX-I por AntiCrTX, IgG-AntiCrTX e
Heparina. «P<0.05, comparado aos antivenenos. Os pontos representam a média +

o erro-padrio do nimero de experimentos indicados nos parénteses.
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Fig. 4 — Morfologia de preparagdes incubadas com Tyrode, antivenenos e heparina - Apos
120 min de estimula¢do elétrica indireta, preparagdes incubadas em solugdo de
Tyrode (A) tiveram pouca alteragéo sobre a aparéncia das fibras, com apenas 17.5
+ 5% de fibras mostrando algum escurecimento e rompimento de membranas
(flechas). Os nucleos (N) encontram-se localizados perifericamente e estriagdes
estdo presentes no musculo normal. A heparina (B) produziu alteragoes (flechas)
semelhantes ao controle Tyrode em 27 + 9% das fibras. AntiCrTX (C) afetou 24 +
7% das fibras, produzindo ruptura nas membranas (flecha) e ondula¢des. IgG-
AntiCrTX (D) causou lesdes em 34.5 + 9% das fibras, principalmente através da
ruptura das membranas (flechas). O tipo de alteragdo observado nas preparacdes

consideradas controles foi considerado de grau leve. Barras = 20 pm.
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Fig. 5 — Morfologia de preparagdes incubadas com BthTX-I, BthTX-I + antivenenos e
BthTX-I + heparina. Ap6s 120 min de estimulagdo elétrica indireta as preparagdes
incubadas com (A) BthTX-I (20 pg/ml) exibiram areas de intensa mionecrose,
que afetou 48 + 6% das fibras musculares. Note fibras com vactolos (V) e canais
entre miofibrilas, aglutinagio condensada de miofibrilas (flechas) e fibras sem
estriagdes. Estas alteragdes nas fibras foram consideradas severas. As ilustragdes
seguintes, (B) BthTX-I:heparina ou (C) BthTX-I:AntiCrTX ou (D) BthTX-[:IgG-
AntiCrTX mostram a protegdo oferecida por heparina, AntiCrTX e IgG-
AntiCrTX, respectivamente, contra as alteragdes morfolégicas causadas por
BthTX-1. A porcentagem de fibras afetadas foi 34 + 7%, 15 + 4% e 26.5 + 6%
para B, C e D, respectivamente. A severidade das alteragdes morfologicas e o

namero de fibras afetadas em A foi maior que em C e D. Barras =20 um.
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3.5. DISCUSSAO

Neste estudo, investigou-se a habilidade do antiveneno contra a crotoxina (a
principal toxina presente no veneno de Crotalus durissus terrificus), produzido em coelhos,
em neutralizar as a¢des neuromusculares e miotoxicas da BthTX-I (miotoxina isolada do
veneno bruto de B. jararacussu). Este antiveneno protegeu efetivamente as preparagdes
nervo frénico-diafragma contra o bloqueio neuromuscular da BthTX-I, dando suporte as
observagdes clinicas de VITAL BRAZIL (1909), que constatou a eficiéncia do antiveneno

anticrotalico nos acidentes causados pela jararacugu.

O veneno de B. jararacussu é um imunogeno pouco eficaz e sua atividade letal
ndo ¢é eficientemente bloqueada pelo antiveneno especifico ou por antivenenos de outras
venenos botrépicos (DIAS DA SILVA ef al., 1989). O veneno bruto contém trés proteinas
com identidade imunolégica para a fragdo crotoxina (PLA;) da C. d. terrificus (DOS-
SANTOS et al., 1992) e, como mostrado na Figura 2, pelo menos uma dessas € a BthTX-I.
Ambos 0s antivenenos contra a crotoxina, purificado e ndo purificado, neutralizaram os

efeitos neuromusculares da BthTX-1.

A heparina também impediu a a¢fo bloqueadora neuromuscular da BthTX-L.
A heparina é uma glicosaminoglicana sulfatada, fortemente 4cida, capaz de formar
complexos 4cido-bésicos inativos com as miotoxinas basicas de venenos botropicos
(MELO & SUAREZ-KURTZ, 1988a; MELO & SUAREZ-KURTZ 1988b; MELO et al.,
1993; LOMONTE et al., 1994a; LOMONTE et al., 1994b). Surpreendentemente, quando
testada sozinha na preparagdo nervo frénico-diafragma, a heparina produziu um efeito
facilitatério sobre o musculo, em resposta a estimulagdo indireta. Este fendmeno pode
refletir a capacidade da heparina em solubilizar acetilcolinesterases especificas na regido da
placa terminal (TORRES & INESTROSA, 1983; TORRES & INESTROSA, 1985;
BRANDAN & INESTROSA, 1984; BRANDAN et al., 1985), resultando no acumulo de
neurotransmissores na regido sinaptica ¢ subseqiiente facilitagdo da neurotransmissdo. O
efeito facilitatério da heparina foi mantido mesmo em presenca de BthTX-I. Esta
observacdo sugere duas a¢des independentes para a heparina, as quais protegem contra o
blogueio induzido pela BthTX-I. Um mecanismo, de ordem (bio)quimica, fundamenta-se

na interagdo acido-basica, onde regides basicas da BthTX-I interagiriam com cargas
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acidicas (SO4>) da heparina neutralizando, dessa forma, a neurotoxicidade. O outro
mecanismo, de ordem farmacolégica, envolve um efeito facilitatério, inferido pelo aumento
da amplitude da resposta contratil, acima descrito. A solubilizacdo de acetilcolinesterases
especificas levaria a um aumento de acetilcolina na fenda sindptica, capaz de se contrapor
aos efeitos da BthTX-I sobre a neurotransmissdo. A falta de efeito da BthTX-I, nesta
preparagdo nervo-musculo, indica que a toxina nio esta disponivel para exercer a sua agdo
neuromuscular. Esta interpretacdo foi corroborada pelos registros miograficos que
mostraram apenas o efeito neuromuscular da heparina, em detrimento da presen¢a da
BthTX-I.

Preparacdes incubadas com BthTX-I (20 pg/ml) mostraram lesGes
mionecroticas tipicas em 48 + 5% das fibras. Os antivenenos (purificado e ndo purificado)
neutralizaram a a¢do miotoxica da BthTX-I, enquanto a heparina nio teve influéncia
significativa sobre esta atividade. O nivel de células lesadas em preparagdo tratadas com a
heparina foi de 27 + 9% e ndo foi significativamente diferente daquela exibida com
solugdo Tyrode apenas (17 + 5%), demonstrando que a heparina sozinha ndo causou
mionecrose. Por outro lado, preparages tratadas com mistura de BthTX-I (20
pg/ml):heparina (60 pl/ml) nio foram significativamente diferentes de preparagdes tratadas
apenas com BthTX-I ( (20 pug/ml), sendo os niveis de mionecrose de 34 + 7%. Este achado
foi inesperado considerando a protegdo oferecida pela heparina contra o bloqueio
neuromuscular da toxina e, também, pelos estudos de MELO & SUAREZ-KURTZ
(1988a), MELO & SUAREZ-KURTZ (1988b) e MELO et al. (1993), que relataram sobre
o efeito protetor da heparina contra os efeitos miotdxicos de venenos botrépicos, sob o

parametro da quantificacdo da atividade de CK (in vitro e in vivo).

Os resultados obtidos sugerem que a BthTX-I pode conter diferentes sitios
farmacolégicos em sua estrutura e estes sitios variam em sua sensibilidade a ligacdo com a
heparina. Diferentemente destes resultados com a heparina, estudos anteriores realizados
com antiveneno crotoxinico, mostraram a sua eficiéncia contra os efeitos neurotéxico e
miotdxico da crotoxina, principal toxina da C. d. terrificus. Neste caso, houve uma agéo do
antiveneno sobre ambos os sitios da crotoxina, sugerindo ser o sitio da atividade catalitica o
mesmo da atividade miotéxica (OSHIMA-FRANCO et al., 1999).
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Uma possivel explicagdo para os presentes achados poderia ser uma interacdo
ndio especifica entre complexos toxina:heparina e proteinas envolvidas na extrusio de Ca**
intracelular. Esta intera¢do romperia a homeostase de Ca’* intracelular (RICHTER &
KASS, 1991) e levaria a mionecrose, porém, necessita ser comprovada. Uma segunda
possibilidade seria uma grande afinidade da heparina pela acetilcolinesterase, maior que

pela BthTX-1, deixando esta livre para exercer sua agdo miotoxica.

Relatos clinicos tém demonstrado que a inje¢do subcutdnea de heparmma pode
resultar em reacdes de pele com subseqiiente dano muscular (ULRICK & MANOHARAN,
1984: ZIMMERMANN et al., 1984; PHILLIPS er al., 1993). Embora o mecanismo
envolvido nesta resposta seja desconhecido, poderia estar associado a uma agdo
anticolinesterasica da heparina como sugerido acima para o seu efeito sobre a atividade
neurotoxica da BthTX-I. A adi¢do de heparina (60 pl/ml) em preparagdes parcialmente
curarizadas (d-Tc, 0,3 pg/ml) determinou a reversdo do bloqueio induzido pela d-Tc (dados
nio mostrados), constituindo mais uma evidéncia de sua acdo anticolinesterasica.
Mionecrose dose-dependente em fibras musculares esqueléticas de ratos foi observada com
certos pesticidas, que especificamente inibem a acetilcolinesterase (DETTBARN, 1984).
Portanto, estes achados sugerem que a mionecrose causada pela BthTX-I ocorre de forma
mais intensa que as alteragdes na transmissdo neuromuscular, uma conclusdo que corrobora
com a principal agdo de venenos botropicos (CHANG, 1979; GUTIERREZ & CHAVES,
1980; MEBS, EHRENFELD, SAMEJIMA, 1983; RODRIGUES-SIMIONI et al., 1983;
QUEIROZ et al., 1985).

Concluindo, a atividade neurotoxica da BthTX-I foi neutralizada por ambos os
antivenenos e pela heparina. Contudo, a andlise histolégica mostrou que o antiveneno
ofereceu maior prote¢do que a heparina contra a agdo miotdxica da BthTX-I, sob as
condi¢des experimentais utilizadas. O tratamento com heparina sugeriu que a BthTX-I
induz seus efeitos neurotéxico e miotéxico por diferentes mecanismos, tendo sido esta
variagdo camuflada pelo antiveneno. Tais achados estdo de acordo com os de LOMONTE
et al. (1994b) que observaram a dissociagdo das atividades enzimatica e miotdxica da

miotoxina III da B. asper.
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Assim como o antiveneno crotalico neutraliza contra o efeito letal do veneno
de B. jararacussu (VITAL BRAZIL, 1903; VITAL BRAZIL & PESTANA, 1909; DIAS
DA SILVA et al., 1989; DOS-SANTOS ez al., 1992), o antiveneno crotoxinico mostrou-se
mais eficaz em neutralizar as atividades neurotoxica e miotéxica do veneno de B.
jararacussu e BthTX-I que o antiveneno botrépico comercial (OSHIMA-FRANCO et al.,
2000). Do ponto de vista clinico, este trabalho refor¢a a importancia do uso de antiveneno
crotalico em associacdo ao antiveneno botropico no tratamento dos envenenamentos

causados por B. jararacussu.
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4. CAPITULO 2

Transmissio neuromuscular: Influéncia de ions
manganés no estudo da farmacologia da BthTX-I
(B. jararacussu).
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O veneno de B. jararacussu ndo apresenta um potente efeito neurotoxico in
vivo, mas inibe rapidamente a contragdo muscular evocada direta ou indiretamente através
do nervo motor, em preparagdes neuromusculares de camundongos (VITAL BRAZIL,
1966; HELUANY et al., 1992), rdis (RODRIGUES-SIMIONI et al., 1983) e aves
(HELUANY et al., 1992). A atividade bloqueadora tem sido atribuida a presenga de
fosfolipases (VIDAL & STOPPANI, 1971; GUTIERREZ & LOMONTE, 1995) e
miotoxinas (HOMSI-BRANDEBURGO ez al., 1988).

A BthTX-I, uma miotoxina fosfolipasica Lys49 (CINTRA et al., 1993) do
veneno de B. jararacussu, desprovida de atividade fosfolipasica, reproduz os efeitos
neurotoxicos € miotéxicos deste veneno, em preparagdes nervo frénico-diafragma de
camundongos (HELUANY er al., 1992; OSHIMA-FRANCO et al., 2000; OSHIMA-
FRANCO et al., 2001).

Por outro lado, ions manganés sdo agentes bloqueadores da transmissio
sindptica na jungdo neuromuscular e seu principal local de a¢do € a termina¢do nervosa
motora, onde os ions diminuem a quantidade de transmissor liberado por impulso nervoso,
ou seja, diminuem a liberag@o quantica de acetilcolina. A inibi¢do produzida pelo manganés
é reversivel (MEIRI & RAHAMIMOFF, 1972).

A forma como os fons Mn®" produzem bloqueio neuromuscular estd
relacionado aos fons Ca’”, que exercem importante papel em um grande numero de
processos biologicos (CUTHBERT, 1970). Apés a despolarizagéo e abertura de canais de
Ca”" voltagem-dependentes de fibras nervosas, ha um influxo de ions calcio para dentro da
célula. O influxo de ions calcio, do ponto de vista farmacolégico, pode ser dividido em dois
componentes distintos: uma fase precoce que € suprimida pela tetrodotoxina e uma fase
posterior que € bloqueada por ions manganés (KATZ & MILEDI, 1967b; BAKER,
HODGKIN, RIDGEWAY, 1971).

Os ions manganés reverteram a miotoxicidade cardiaca de uma fosfolipase
Asp49 do veneno da Naja nigricollis (FLETCHER, YANG, ROSENBERG, 1982), gerando
grande interesse em se investigar a ag@o deste ion contra os efeitos da BthTX-I, pelo fato de

ser esta uma fosfolipase Lys49.
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E sabido que fosfolipases Asp49 necessitam de Ca’* como co-fator para
exercerem atividade catalitica, o que nfo acontece com fosfolipases Lys49, o que explica o
fato de serem estas desprovidas de atividade enzimatica. Isto tem levado alguns autores a
sugerirem que a BthTX-I exerceria seus efeitos miotoxicos por um mecanismo Ca*'-
independente, nio completamente compreendido (ARNI ez al., 1995; de OLIVEIRA et al.,
2001a). Assim, o manganés foi utilizado como a principal ferramenta farmacologica deste

estudo, para se avangar no conhecimento do mecanismo de a¢do da BthTX-I.

4.1. REVISAO DA LITERATURA
4.1.1 - Cilcio (Ca*)

O calcio é o principal cation divalente extracelular. O homem e a mulher
(adultos normais) possuem cerca de 1.300 e 1000 g de célcio, respectivamente, dos quais
mais de 99% estdo nos ossos. O calcio esta presente em pequenas quantidades nos liquidos
extracelulares e, em menor grau, dentro das células, onde sua concentragdo ionizada sob
condi¢des basais é em torno de 0.1 uM. Um aumento temporario no fluxo de célcio eleva
sua concentragio para 1 uM em resposta a estimulos hormonais, elétricos ou mecanicos,
permitindo interagdes com proteinas que se ligam especificamente ao Ca’* e assim ativam
inimeros processos dependentes de calcio. A principal proteina que se liga ao calcio em
todos os organismos ¢ a calmodulina, uma proteina altamente conservada que liga quatro
moles de Ca’" por mol de proteina. O calcio é essencial em muitos processos, incluindo a
excitabilidade do neurdnio, a liberagio do neurotransmissor, a contragdo muscular, a
integridade da membrana e a coagulagdo do sangue. Além disso, atua como segundo
mensageiro para as a¢des de muitos horménios. A perda da homeostase do célcio, levando
ao seu acumulo intracelular desencadeia processos degenerativos na célula ao ativar

proteases dependentes de calcio.

A participagio do célcio na regulagdo da excitabilidade do tecido ndo ¢
totalmente compreendida. Acredita-se que a entrada de calcio nas células se d€ por meio da
difusdo facilitada mediada por um transportador e pela troca de Ca** por Na”. Varios canais
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de calcio nas membranas celulares sdo regulados por horménios € neurotransmissores e
pelo potencial da membrana. No figado e no musculo esquelético, a atividade do calcio €
controlada extensivamente pelo reticulo endoplasmatico (RE) e sarcoplasmatico (RS), que
seqiiestram o ion. A mitocdndria também inclui, entre suas importantes fun¢des (geragdo de
calor, de ATP, geracdo de espécies reativas de oxigénio e gatilho da morte celular por
apoptose), a regulagio de Ca®" intracelular (KOWALTOWSKI, 2000).

O célcio tem participagdo importante no acoplamento excitagcdo-contragdo
muscular. O potencial de a¢do desencadeado pela ligagdo da ACh aos receptores do
sarcolema juncional estimula a liberagdo de célcio do RS. O caélcio liberado ativa a
contragdo da fibra muscular ao ligar-se a troponina, abolindo o efeito inibidor desta na
interagdo entre actina e miosina. Ocorre relaxamento muscular quando o Ca’* é bombeado

ativamente de volta ao RS, normalizando a inibig4o da troponina.

O célcio é necessario para processos de exocitose de substancias intracelulares
e, assim, tem participagdo importante no acoplamento estimulo-secregdo em muitas
glandulas exécrinas e enddcrinas. A liberagdo de catecolaminas pela medula supra-renal, de
neurotransmissores nas sinapses € de certos autacoides (por exemplo, histamina dos
mastocitos) requer Ca’” (MARCUS, 1996).

4.1.2 - Manganés (Mn*")

O manganés ¢ um elemento essencial e atua como um co-fator para um grande
numero de reagdes enzimaticas, particularmente aquelas envolvidas na fosforilagdo e na
sintese de colesterol e acidos graxos. O manganés estad presente em todos 0s organismos
vivos. Provém do ar, da agua e, principalmente, dos alimentos. Os vegetais s@o ricos em
manganés e estdo presentes na por¢do germinativa de grdos, frutas, amendoim, cha e

especiarias (UNDERWOOD, 1977; KEEN & LEACH, 1988).

A sua ingestdo didria varia entre 2 a 9 mg e exibe uma absor¢do gastrointestinal
menor que 5%. A absor¢do oral de manganés ¢ aumentada pela deficiéncia de ferro, que

pode contribuir para a variagdo na susceptibilidade individual (MENA er al., 1969). O
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manganés ¢ transportado no plasma ligado & f-globulina, via transferrina e esta
amplamente distribuido no organismo. Concentra-se na mitocondria. Portanto, tecidos ricos
nestas organelas, incluindo o péancreas, figado, rins e intestinos, tém alta concentracdo de

manganés. A sua meia-vida biolégica no organismo ¢ de 37 dias (GOYER, 1996).

A concentragdo de manganés no fluido extracelular humano ¢ da ordem de 1.0
uM e, se a sensibilidade das varias sinapses humanas ¢ semelhante aquelas da jungdo
neuromuscular de ris, é improvavel que em circunstancias normais, uma significante fragéo
de neurotransmissor liberado na fenda sindptica seja inibido por este ion (KIRPEKAR,
DIXON, PRAT, 1970). O ion manganés atravessa prontamente a barreira hemato-
encefilica e sua meia-vida no cérebro é maior que a no organismo. O manganés €
eliminado na bile e é reabsorvido no intestino, mas a sua principal via de excrecdo € através
das fezes. Esta via de eliminagdo aparentemente envolve também o figado, assim como
mecanismos gastrointestinais auxiliares, para excretar o excesso de manganés. Este
mecanismo de regulagdo, além da tendéncia de doses extremamente altas de sais de
manganés causar irritagio gastrointestinal, é responsavel pela auséncia de toxicidade
sistémica apOs administracdo oral ou aplicagdo dermal (GOYER, 1996).

A exposi¢do inalatéria aguda leva a uma pneumonite. Alteragbes patologicas
incluem necrose epitelial seguida de proliferagio de leucocitos mononucleares. A
exposicdo inalatoria crénica ao diéxido de manganés, geralmente por um periodo acima de
2 anos, afeta o sistema nervoso central. O manganismo (exposi¢do cronica) produz uma
desordem neuropsiquiatrica caracterizada por irritabilidade, dificuldade em caminhar,
disturbios na fala e comportamento compulsivo que podem incluir corrida, luta e canto,
podendo desenvolver uma sindrome tipo Parkinson (MENA et al., 1967). Além das
alteragbes no comportamento, a cirrose hepética é também fregiientemente observada
(GOYER, 1996).
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4.1.3 - Metabolismo de Mn**, Sr** e Ca’" na terminagio nervosa

Alguns cations divalentes afetam a liberagdo do neurotransmissor de um modo
complexo e seus efeitos diferem tanto qualitativa como quantitativamente. Tais efeitos
podem ser devidos as ag¢des sobre as vias que regulam a capta¢do de calcio pelo terminal
nervoso, tamponamento intraterminal de célcio, extrusdo de calcio e/ou sobre o seu proprio

processo de liberagéo.

A entrada de Caz+, Sr2+, Ba’" e Mn®" no terminal nervoso é mediado pelo canal
de cdlcio voltagem-dependente e estes cations divalentes apresentam a seguinte seqii€ncia
de permeabilidade: Ca>Sr>Mn>Ba (NACHSHEN & BLAUSTEIN, 1982; DRAPEAU &
NASCHSHEN, 1984).

RASGADO-FLORES et al. (1987) demonstraram a seletividade para seqiiestro
de cations divalentes, pela mitocondria (Mn»Ca>Sr»Ba) e pelo reticulo endoplasmatico
liso, ATP-dependente (Ca>=Mn>Sr»Ba). Esses dados demonstram que a concentracéo livre
de Mn’**, e em menor extensdo, de Sr**, pode ser mantida baixa, como resultado do
mecanismo de seqiiestro intraterminal, quando esses cations entram no terminal. Os autores
também constataram que o efluxo de Sr** €, em parte, dependente do Na’ extracelular
(Nag). Entdo, como para o célcio (SANCHES-ARMASS & BLAUSTEIN, 1987), este
eflixo seria mediado pelo trocador Na'/Ca®*. Como o Sr** é menos efetivamente
seqiiestrado que o Ca®*, deduz-se que a concentragio livre de Sr** € maior que a de Ca”,
implicando que o trocador Na"/Ca®* ¢ mais eficiente para carrear o célcio que o estroncio.
Os jons Sr** sdo manipulados de forma semelhante a0 Ca’* pelo terminal nervoso. O Sr**
entra durante a despolarizagdo do terminal nervoso, € seqiiestrado pelas organelas, liga-se a
proteinas citoplasmaticas ligantes de Ca2+, CaBPr (WOLFF, HEUBNER, SIEGEL, 1972), ¢
sua extrusio é imediata pelo trocador Na'/Ca®". Assim, o Sr** é capaz de substituir o Ca**
no processo de liberagdo do neurotransmissor (MILEDI, 1966; MEIRI & RAHAMIMOFF,
1971; MEIRI, 1975), embora seja um pouco menos efetivo que o calcio (KATZ &
MILEDI, 1969; AUGUSTINE & ECKERT, 1984).

Os jons Mn’* entram no terminal nervoso despolarizado apenas muito
lentamente (DRAPEAU & NACHSHEN, 1984), sendo avidamente seqiiestrados pela
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mitocondria € RE (RASGADO-FLORES et. al., 1987) e ligam-se efetivamente a proteinas
ligantes de calcio (WOLFF et al.,1972). Estudos com marcadores de influxo indicaram que
os ions Mn>* também podem ser transportados pelo trocador Na'/Ca** (RASGADO-
FLORES er al., 1987), uma vez que a captagio de Mn’" ¢ aumentada quando o Nap é
reduzido. Contudo, o efluxo de Mn>* mostrou ser pouco dependente do (Nay) e isso pode
ser explicado pela evidéncia de que o Mn®" é bem tamponado no citoplasma, é avidamente
seqiiestrado pela mitocondria, é acumulado pelo RE e liga-se ao ATP e talvez a outras
moléculas. Assim, pouco Mn’" intraterminal estaria disponivel para efluxo, permanecendo
no terminal por um longo tempo. Uma possivel explicagio para o efluxo de Mn”" seria em
resposta a estimula¢do de calcio externo (em meio a baixo sodio): o calcio internalizado
deslocaria 0 Mn”* do seu sitio de armazenagem intraterminal, liberando concentragdes de
Mn®* livie e possibilitando a extrusio do Mn®’, talvez via um trocador Ca**/Mn’”
(RASGADO-FLORES et al., 1987). Ha controvérsias se o Mn>* pode (KATZ & MILEDI,
1969) ou nio (BECHEM, GLITSCH, POTT, 1981) substituir o Ca** no processo de
liberagdo do transmissor. Contudo, sem levar isto em conta, na presenca de Ca**, o Mn*”
afeta o potencial pos-tetdnico e produz um longo-durdvel aumento da libera¢do, que
diminui com meia-vida de 20 minutos (BECHEM et al., 1981).

4.2 - OBJETIVOS

Considerando que ions manganés revertem a miotoxicidade cardiaca de uma
fosfolipase Asp49 do veneno da Naja nigricollis e o principal local de agdo deste ion € o
terminal nervoso; que a BthTX-I é uma fosfolipase Lys49 com ac¢do pés-sinaptica, o
objetivo principal deste estudo foi o de verificar se 0 manganés protegeria contra os efeitos

toxicos desta toxina, sobre prepara¢des nervo frénico-diafragma de camundongos.
Para isso, foram estabelecidas as seguintes etapas:

1. Realizar ensaios miograficos inicialmente com BthTX-I e com ions
manganés isoladamente e, em seguida, pré-incubagdes com BthTX-I seguidas da adigdo de
manganés ou pré-incubagdes com manganés seguidas da adi¢ao de BthTX-I.
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2. Utilizar drogas que comprovadamente atuam na JNM e que interferem com
canais de potassio, com o calcio do reticulo sarcoplasmatico, com o receptor colinérgico,
tais como a 3,4-diaminopiridina, o dantrolene e a d-tubocurarina, respectivamente, em

associa¢do ao manganés e/ou BthTX-1, em meios com excesso ou sem calcio.

4.3 - MATERIAIS E METODOS
e Animais

Camundongos Swiss fornecidos pela Central de Bioterismo (UNICAMP).

e Toxina

BthTX-I, fornecida pelo Dr. J. R. Giglio, da Faculdade de Medicina,
Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto (SP).

e Reagentes

MnCl, ¢ 4H,0 PM 197.9, 3,4-diaminopiridina PM 109.13, SrCl, ¢ 6H,O0 MW
266.6, dantrolene de sédio C1sHgN4OsNa MW 336.2 Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO,
USA), d-tubocurarina (Abbot Laboratorios do Brasil, Ltda, Sdo Paulo, Brazil), CaCl, e 2
H,O PM 147.02 (Merck S.A., Rio de Janeiro, RJ). Solugdo nutritiva de Tyrode (pH 7.0)
— composicdo em mM — NaCl 137; KCI 2.7; CaCl, 1.8; MgCL 0.49; NaH,PO, 0.42;
NaHCO; 11.9 e glicose 11.1.

e Preparagio Nervo Frénico-Diafragma

Conforme descrito em Materiais € Métodos (Capitulo 1).
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e Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro-padrdo. Utilizou-se em
alguns experimentos, a Andlise de Varidncia (ANOVA) com medidas repetidas, pois
consideraram-se as varias medidas (amplitude da for¢a de contragdo) feitas em relago ao
tempo (min). Em outros experimentos, a significincia das diferencas observadas foi
determinada pelo teste ndo-pareado “7-Student”, com valor P<0.05 considerado
significativo.

4.4. RESULTADOS
4.4.1- Ensaios miograficos com ions Manganés e BthTX-I

Diferentes concentra¢cdes de manganés (0.09, 0.45, 0.9 e 1.8 mM) foram
adicionadas a cuba contendo a preparagio, obtendo-se uma curva dose-resposta da ac¢do
mibitéria exercida pelos ions manganés sobre a transmissdo neuromuscular (Figura 6A). A
magnitude da agdo inibitéria de fons Mn”" depende da concentragio de Ca*" no meio
extracelular; com elevadas concentragdes de Ca’’, uma maior concentracio de Mn’" ¢é
necessaria para atingir o mesmo nivel de inibicdo. As concentragdes de 0.9 ¢ 1.8 mM
aboliram completamente, em poucos minutos (10 e 20 minutos, respectivamente), a
contragdo muscular evocada pela estimulagdo indireta do nervo. Estas concentragdes de
manganés (0.9 mM e 1.8 mM) ndo foram significativamente diferentes entre si (conforme a
analise estatistica, ANOVA, utilizada). Entretanto, a reversdo espontidnea da resposta
contratil foi constante ¢ homogénea na concentragdo de 0.9 mM ao passo que, quando a
preparagio foi tratada com 1.8 mM de Mn”", a resposta predominante foi a de ndo reversio
(ocorrida em 5 experimentos, de 8 realizados), tornando o erro-padrdo elevado devido a
este fato. Adotou-se a condi¢do predominante — ndo reversdo — para a concentragao de
1.8 mM. De acordo a esta diferenca (reversio ou ndo) as concentragdes de Mn>* 0.9 ¢ 1.8
mM foram utilizadas, dependendo dos protocolos experimentais realizados. Foi observado

um efeito facilitador (aumento de amplitude da contragdo muscular) com todas as
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concentragdes (0.09, 0.45, 0.9 e 1.8 mM) de manganés utilizadas, apos a lavagem da
preparagio. Uma explicagdo para este efeito pos-lavagem seria a remogdo do meio externo
dos ions Mn’* que estariam competindo com ions Ca® por um sftio comum sobre a

membrana pré-sinaptica.

A acdo da BthTX-I (10 e 20 pg/ml) ¢é ilustrada na Figura 6B e comparada ao
controle Tyrode. A concentragdo de 20 pg/ml foi definida em fungdo do efeito bloqueador
exercido, ideal para se contrapor a agdo do Mn’". Note que o bloqueio induzido por esta
toxina ndo se reverteu apos varias lavagens. A Figura 7 mostra os registros da forca de
contragio muscular induzidos pelo Mn’* 0.9 mM (A) e BthTX-I 20 ug/ml (B).

Em seguida, foram realizados dois protocolos:

e adicio de BthTX-I (20 pg/ml) apds tratamento da preparacdo com ions
manganés (0.9 mM) e,

e adicdo de ions manganés (0.9 mM) apds tratamento com BthTX-I (20
pg/ml).

A Figura 8A ilustra graficamente o primeiro protocolo: tratamento da
preparagdo com ions Mn>* (0.9 mM) e BthTX-I (20 pg/ml), adicionados ao banho, nesta
seqiiéncia. O Mn”*, como esperado, aboliu a resposta muscular e, quando a reversdo da
resposta contratil atingiu cerca de 78 + 6%, a BthTX-I foi adicionada. A resposta
caracteristica da BthTX-1, ou seja, o seu efeito bloqueador nido se manifestou. Apos a
lavagem da preparagdo, observou-se um aumento na amplitude da forga de contragdo

muscular.

A Figura 8B ilustra o segundo protocolo, ou seja, adicionou-se na seqiiéncia.
BthTX-I (20 pg/ml) até que fosse atingido 50% de bloqueio e, entéo, ions Mn®* (0.9 mM).
O manganés, entretanto, exerceu seu efeito bloqueador caracteristico, ao contrario da
BthTX-I (descrito no protocolo acima). Apos a lavagem da preparagdo, observou-se que a
resposta contratil foi recuperada no nivel em que a BthTX-I havia agido, evidenciando a

acdo protetora do Mn**, mesmo quando adicionado apds a miotoxina. A Figura 9 mostra os
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registros miograficos das situagdes acima, referentes ao tratamento seqiiencial (Mn®" >
BthTX-I ou BthTX-1 > Mn®).

Deve-se esclarecer que as demais concentragdes de Mn®™ (0.09 e 0.45 mM,
resultados ndo mostrados), cujas inibicdes da resposta contratil foram proporcionais as
quantidades adicionadas ao banho, protegeram, também proporcionalmente, contra o efeito
bloqueador da BthTX-I (20 pg/ml), quando adicionadas anteriormente & toxina. Mesmo
quando protocolos inversos foram realizados, ou seja, pré-incubacdo da BthTX-I seguidas
da adi¢fo das referidas concentragses de Mn’*, este ion poupou a progressdo do dano
causado pela BthTX-I. Isto foi observado apés a lavagem da preparagio, quando a resposta

contratil retornava aos niveis anteriores a adi¢do de Mn*".
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Fig. 6 — Curvas da resposta contratil do Mn*" e da BthTX-I. Preparagdes NFD, sob
estimulacdo elétrica indireta, foram incubadas com diferentes concentragdes de

Mn’* (A) e de BthTX-I (B). Cada ponto respresenta a média + o erro-padrio.
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Fig. 8 — Ensaios com Mn®" e BthTX-I. (A) Prepara¢es neuromusculares tratadas com fons
Mn’* e posterior adicio de BthTX-I. Protocolo inverso em (B), iniciando o
tratamento com BthTX-I e, na seqiiéncia, adi¢io de fons Mn**. Note que o nivel de
recuperagio da resposta contratil, apés a lavagem, coincide com o momento de
adi¢io do Mn®", mostrando que este fon impede a progressdo do dano causado pela

BthTX-I. Cada ponto representa a média + o erro-padrdo. W, lavagem.
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Considerando que os ions Mn”* tém uma agio preponderante sobre a porgdo
pré-sindptica da jungdo neuromuscular e a BthTX-I sobre a membrana pos-sinaptica, €
concebivel a existéncia de agdo inibitéria do Mn’*, pois ambos estariam agindo em locais
diferentes. Entretanto, como explicar que apos a lavagem ocorra recuperagdo da resposta
contratil, sendo que as preparagdes tratadas primeiramente com BthTX-I (20 pg/mi)
exibem um bloqueio neuromuscular irreversivel, mesmo apos a lavagem? Tais resultados

remetem a duas hipoteses:

1) Os ions Mn®" teriam também uma agfo sobre a membrana pds-sinaptica

e/ou,

2) A BthTX-I iniciaria seu efeito neurotoxico por uma acdo indiscriminada
sobre membranas (seja ela pré ou pos-sinaptica).

Uma terceira hipotese, onde a BthTX-I em presenga do Mn”" pudesse ligar-se a
ele, ligagdo esta estavel mesmo apds a lavagem, foi precocemente descartada (resultados
nio mostrados) quando misturas BthTX-I (20 pg/ml):Mn’* (0.9 ou 1.8 mM) foram
previamente incubadas por 30 min a 37 °C (a exemplo de protocolos de neutralizagao com
antivenenos), e sua adi¢do a prepara¢do ndo impediu o bloqueio caracteristico do Mn*",
além de que, ap6s a lavagem da preparagdo houve total recuperagdo da resposta contratil.
Este resultado foi semelhante aqueles realizados sem prévia incubacdo da mistura,
mostrando que o efeito protetor exercido pelo Mn** ndo se dava por uma ligagdo direta a

BthTX-1, e sim, a algo que envolvia a preparagédo biologica.
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4.4.2 - Conhecendo a acio de ijons Mn?" utilizando drogas classicas da

Farmacologia

Para responder a algumas questdes sobre a influéncia de jons Mn’>* sobre a
neurotransmissido foram utilizadas as concentracdes de 0.9 e 1.8 mM, representando as
condi¢des capazes de reverter ou ndo espontaneamente a contragdo muscular (Figura 10,

1A e 1B, respectivamente).

e Influéncia da 3,4-diaminopiridina (3,4-DAP) sobre a a¢do de ions Mn**

A 3,4-diaminopiridina causa aumento na liberagdo de neurotransmissor pelo
aumento da duragdo do potencial de a¢do devido ao bloqueio do canal de potéssio
(SCHAUF et al., 1976; ULBRICHT & WAGNER, 1976; YEH et al., 1976) e
conseqlientemente, pelo maior influxo de ions cdlcio durante a despolarizagdo da
membrana do terminal nervoso, muito maior do que aquele que normalmente ocorre
(ILLES & THESLEFF, 1978).

Pelo parametro da miografia este efeito pode ser observado pelo aumento da
amplitude da for¢a contratil, que significa maior liberagao da acetilcolina. Uma vez que as
quantidades de ACh liberadas dependem do influxo de calcio, ambos os efeitos contribuem
para o elevadissimo incremento na liberagdo do neurotransmissor pelos impulsos nervosos

sob acdo da 3,4-DAP.

A Figura 10, 2A, ilustra o efeito facilitador da 3,4-DAP (10 pg/ml, n=3). Em 5
minutos houve um aumento na amplitude da for¢a contratil de 186 + 19 %. Note que
mesmo apos a lavagem da preparagdo, o efeito persistiu. Sabe-se que as aminopiridinas
aumentam também a duracdo do potencial de ag@o muscular, prolongando, em
conseqiiéncia, a despolarizagao nos tubulos transversos. Este efeito causa aumento na
liberagdo dos ions calcio das cisternas terminais do reticulo sarcoplasmatico, o que explica
a sua capacidade de antagonizar o efeito muscular produzido pelo dantrolene (HARVEY &
MARSHALL, 1977). Isto explicaria o efeito facilitador da 3,4-DAP mesmo apoés a lavagem
(e suposta retirada de 3,4-DAP do meio externo).
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Em preparagdes previamente tratadas com Mn®" (0.9 mM) ¢ quando a reversio
espontdnea atingia 82 + 5% (n=4), a adi¢do de 3,4-DAP (10 pg/ml) causou cerca de 24 +
2% de aumento na amplitude da resposta contratil (Figura 10, 2B superior). O fato de 3.4-
DAP nio ter provocado o seu aumento caracteristico pode ser explicado pela agdo de ions
Mn?*, que estaria competindo com o calcio e diminuindo o influxo de Ca’". Todo o
aumento na liberagdo da ACh (amplitude da resposta contratil) ocorrido, portanto, poderia
ser atribuido a agdo da 3,4-DAP sobre a inibigdo dos canais de K e concomitante menor

disponibilidade de célcio para acoplamento acto-miosina.

Em preparagdes tratadas com Mn®* (1.8 mM, n=3), a adi¢io de 3,4-DAP (10
pg/ml) apos o bloqueio induzido pelo Mn®*, antagonizou rapidamente o efeito inibit6rio
deste (Figura 10, 2B inferior). Por outro lado, o manganés também impediu o efeito
facilitador completo induzido por 3,4-DAP. Tais resultados sdo condizentes com os dois
mecanismos distintos das aminopiridinas, ou seja, enquanto o manganés impedia o influxo

de célcio, a 3,4-DAP atuava pelo bloqueio dos canais de potéssio.

Em ambos os protocolos (preparagdes previamente tratadas com Mn”" 0.9 e 1.8
mM). a condi¢do poOs-lavagem manteve-se semelhante aquele ocorrido com ions Mn**
sozinho. Isto pode ser explicado da seguinte maneira: em meio com Tyrode normal e com
auséncia de Mn’" do meio externo, houve um grande influxo de célcio no terminal,
resultando em maior liberagdo de ACh, que por sua vez promoveu a liberagdo de Ca”* pelo
RS.

o Influéncia do Ca** sobre a acio de ions Mn**

O excesso de Ca’" (3.6 mM, n=3) na solucio de Tyrode nfo provocou nenhuma
alteragsio no registro miografico, nem mesmo apos a lavagem da preparagdo, conforme
ilustrado na Figura 10, 3A. Nestas circunstancias, utilizou-se 1.8 mM de Mn”" cujo efeito
ndo se reverte espontaneamente: em plena vigéncia do bloqueio, adicionou-se 3.6 mM de
Ca®* (Figura 10, 3B, n=3). Esta quantidade foi suficiente para reverter rapidamente o

bloqueio induzido pelo Mn’* demonstrando o melhor desempenho do Ca®* no mecanismo
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competitivo vigente entre ambos os cations divalentes sobre os canais de calcio. Assim,
pode-se assumir que a reversio ou nio do bloqueio da resposta contratil causado pelo Mn**
vai depender da quantidade de Mn®" capaz de competir com Ca”*. Pode-se notar, ainda, que
1.8 mM de Mn”* é capaz de impedir o influxo de célcio externo, lembrando ser exatamente
1.8 mM a concentragio de Ca’* na composi¢do da solugdo de Tyrode. Entretanto, a
resposta pos-lavagem, ndo exibiu o efeito facilitador caracteristico do Mn®*. Pode-se
interpretar que houve um tamponamento para regular o nivel de Ca®" intracelular, seja por
seqiiestro pelas organelas ou por extrusio via trocador Na'/Ca®". Pode-se supor ainda que,
mesmo que o Ca®" tenha deslocado o Mn®" das reservas intracelulares, este nio tem a

capacidade de substituir t3o eficientemente o Ca®>* na contra¢io muscular.

o Influéncia do dantrolene sobre a acio de ions Mn**

O dantrolene age diretamente sobre o musculo esquelético por interferir com a
liberagdo do Ca’" do reticulo sarcoplasmatico; previne ou reduz o aumento da concentra¢do
do Ca** mioplasmaético que ativa o processo catabdlico agudo associado com hipertermia

maligna (BRITT et al., 1984; LANGERON et al., 1999).

A adi¢do de 10 uM de dantrolene em preparagdo mantida em solugdo de Tyrode
normal, produziu um bloqueio irreversivel de cerca de 70 + 5% (n=3) da resposta contratil
(Figura 10, 4A). Apoés a lavagem da preparagdo, nenhum efeito facilitador foi observado e a

resposta contratil manteve-se no mesmo nivel de bloqueio.

A adi¢do de dantrolene (10 uM, n=3) em preparagdes previamente tratadas com
ions Mn>* (0.9 mM, concentragio em que ha reversio espontinea da resposta contratil
induzida pelo Mn*") ndo reverteu a resposta contratil pelo dantrolene (Figura 10, 4B),
mostrando o antagonismo do dantrolene sobre os canais rianodina, impedindo a liberagdo
do calcio pelo RS. Apdés a lavagem da preparagdo, ndo houve o efeito facilitador
normalmente induzido pelo Mn”*. Este resultado dissocia a influéncia do Mn®" sobre os
mecanismos liberadores de Ca®" do reticulo sarcoplasmitico, quando em presenca do

dantrolene, indicando que este ¢ estavel no seu efeito sobre a liberagdo de Ca®* do reticulo
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sarcoplasmatico, como ja demonstrado pela persisténcia dos efeitos do dantrolene pos-

lavagem.

e Influéncia do Sr** na solugiio de Tyrode, sobre a a¢io do Mn**

A substituicdo de Ca’* pelo Sr** no meio de incubagdo em nada afetou a
resposta contratil do diafragma como mostrado na Figura 10, SA (n=3). Apos a lavagem, a
preparagdo mostrou integridade funcional.

Em meio 0 Ca’" (Sr*) Tyrode (solugio de Tyrode sem calcio, sendo este
substituido por estroncio), a adi¢do de Mn”* (0.9 mM) provocou um rapido bloqueio.
Porém nio houve, na seqiiéncia, a caracteristica reversdo induzida por este ion (Figura 10,
5B superior, n=3). Uma explicagdo para este fato é que, embora o estroncio substitua o
calcio na liberago do transmissor, 0 Mn®>" impediu o influxo do Sr** no terminal, além
disso Mn®" é avidamente seqiiestrado pelo RS e mitocondria. Assim, sem o calcio e com o
estroncio do meio externo em quantidades insuficientes para deslocar o Mn** do terminal
nervoso, bem como dos seus sitios de armazenagem intraterminal, o Mn’" agiria por um
longo tempo bloqueando a neurotransmissdo. Apds a lavagem da preparagdo com solugao 0
Ca*" (SP*") Tyrode, houve a recuperagio da resposta contratil e, também, a manifestagéo de
uma importante contratura, presente em todos os experimentos. Este fato pode revelar uma
menor eficiéncia do Sr** em relagdo ao Ca®*, pois tdo logo se sustituiu a solug@o por Tyrode
normal, a contratura foi totalmente abolida.

Em meio 0 Ca’* (SP*") Tyrode, adicionou-se Mn™" (0.9 mM) e, tdo logo
ocorrido o blogueio, adicionou-se 10 pM de dantrolene (Figura 10, 5B inferior, n=3). Nao
houve reversdo da resposta contratil. Apos a lavagem com 0 Ca** (Sr*") Tyrode, ndo houve
total recobro da resposta contratil. Apos a lavagem com Tyrode normal, também ndo houve
modificacdes no padrdo de resposta, lembrando, alias, o resultado ilustrado na Figura 10,
4B e, mostrando, ainda, que o dantrolene € estavel na sua agdo.
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4.4.3. Efeito da BthTX-I em preparacdes tratadas ou ndo com ions Mn*
e Envolvendo a 3,4-DAP (10 pg/ml)
o Preparagdes nio tratadas com ions Mn>"

Apés a adigdo de 3,4-DAP ter atingido a facilitagdo maxima, adicionou-se
BthTX-I (20 pg/ml) (Figura 11A). Observou-se, entdo, um progressivo bloqueio, no qual
apenas 20 + 7% (n=4) de fibras respondiam apds 120 min de incubagdo. A lavagem da
preparagdo com nova solucdo de Tyrode ndo reverteu a resposta contratil. A maior
evidéncia deste protocolo € que a pré-adicdo de 3,4-DAP ndo protegeu contra o efeito
bloqueador da toxina. Além disso, o fato de 3,4-DAP favorecer o influxo de Ca’", de uma

forma indireta, para o terminal ndo impediu a a¢do bloqueadora da BthTX-I.

A condi¢do inversa, isto é, o tratamento com 3,4-DAP apds a incubac¢do com a
toxina foi investigada. As mesmas concentragdes foram mantidas (Figura 11B). Apods a
obtengdo de 63 + 5% (n=8) de bloqueio induzido pela BthTX-I, adicionou-se 3.4-DAP e

verificaram-se duas fases:

1) uma interrup¢do do bloqueio induzido pela toxina e recuperagdo da resposta
contratil (até atingir 110 + 27%). Considerando a agdo miotoxica da BthTX-I e que as
aminopiridinas aumentam a liberagdo dos fons calcio do RS, teoricamente este resultado
sugere algum envolvimento da BthTX-I com os mecanismos relacionados a homeostase de

2+
Ca™;

2) um lento e progressivo declinio da resposta contratil. Aos 120 min de
observacdo a resposta contratil estava em cerca de 39 + 16%. Apos a lavagem ndo houve

recobro significativo mantendo-se em cerca de 42 + 16%.
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seguidas de adi¢do de 3,4-DAP. Cada ponto respresenta a média + o erro-padrdo.

W, lavagem.

Capitulo 2

90



Preparagdes tratadas com ions Mn®*

Com o prévio tratamento da preparagdo com ions Mn’" (1.8 mM), a adigdo de
3,4-DAP reverteu rapidamente o bloqueio induzido pelo cation (como ja abordado na
Figura 10, 2B inferior). Na presenga de ambas as drogas e quando o efeito desbloqueador
do 3,4-DAP atingiu cerca de 118 + 6% da resposta contratil, adicionou-se BthTX-I (20
pg/ml) (Figura 12). Como ocorrido quando do pré-tratamento com fons Mn”” mais a toxina,
também neste caso, a BthTX-I ndo foi capaz de exercer o seu efeito bloqueador. Esta
prote¢do pode ser totalmente atribuida a acdo de ions Mn®". Apés a lavagem, verificou-se

um efeito facilitador como aqueles vistos na Figura 10, 2B superior ¢ inferior.
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tempos subseqiientes, em relagéo a 3,4-DAP.
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e Envolvendo a d-tubocurarina (d-Tc, 4 pg/ml)

O curare e seus alcaldides ativos (d-Tc e a toxiferina) produzem bloqueio
neuromuscular por tornarem a membrana sub-sindptica menos sensivel a acgdo
despolarizante da ACh. A interrup¢ao que produzem na transmissao dos impulsos nervosos
se dia quando o neurotransmissor, cuja liberagdo permanece inalterada (DALE,
FELDBERG, VOGT, 1936), ndo pode mais originar um potencial de placa terminal de
amplitude suficiente para deflagrar a resposta propagada. Estas drogas combinam-se
reversivelmente com os receptores para a ACh mas, ao contrario desta substdncia, nio
promovem a despolarizacdo da membrana sub-sinaptica. Elas se opdem a agdo
despolarizante do neurotransmissor por competirem com ele nos receptores colinérgicos da
placa terminal. Por este motivo, denominou-se competitivo o bloqueio neuromuscular que

produzem.

A Figura 13A ilustra a acdo da d-Tc: indugdo do bloqueio neuromuscular sob
estimulag@o elétrica indireta do nervo (I). Quando se estimulou diretamente o musculo (D,
80 mV, 2 ms), na vigéncia do bloqueio induzido pela d-Tc, houve uma contragdo muscular
fisiologica, demonstrando a atuagdo da d-Tc em receptores especificos localizados na placa

motora, ndo afetando a condugdo do estimulo elétrico pela membrana da fibra muscular.

A Figura 13B ilustra a agdo bloqueadora da BthTX-I sob estimulos quase
simultdneos, direto e indireto. Em 60 min houve um bloqueio total da resposta contratil, sob
estimulo indireto. Neste mesmo intervalo de tempo, a resposta contratil ficou reduzida para
34 + 14% (n=3), sob estimulo direto (o que reforca a idéia que as fibras musculares foram
afetadas indelevelmente).

A Figura 13C ilustra a agdo da BthTX-I em preparagdes pré tratadas com d-Tc
(4 pg/ml). Enquanto a d-Tc protegia o receptor colinérgico, visualizado pelo bloqueio
neuromuscular, sob estimulo indireto, a resposta contratil era garantida por estimulo direto.
Apos a adigdo de BthTX-I instalou-se progressivo bloqueio neuromuscular, ndo reversivel,
mesmo apds a lavagem da preparagdo. Isto evidencia uma agdo da toxina sobre a regido do

sarcolema eletricamente excitavel.
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A Figura 13D ilustra a seqiiéncia Mn’" (0.9 mM, com bloqueio seguido de
reversibilidade) + d-Tc (4 pg/ml) + BthTX-I (20 pg/ml). Note que a d-Tc prontamente
ocupou o receptor colinérgico impedindo a transmissdo neuromuscular (estimulo indireto).
Sob estimulo direto adicionou-se a toxina e, ao contrario do que foi relatado no ensaio
acima, o prévio tratamento com fons Mn"? impediu a agéo bloqueadora da BthTX-I sobre a
regiio do sarcolema voltagem-dependente. Estes resultados evidenciam sitios de acdo
distintos para ions Mn"? e d-Tc. Também levanta a possibilidade de ions Mn"? agirem sobre
regides inespecificas (extrajuncionais) da membrana muscular. A condi¢do pds- lavagem
reforga o ja citado na literatura, do ndo envolvimento da BthTX-I com o receptor
colinérgico (HELUANY et al., 1992), uma vez que a resposta contratil foi totalmente
restabelecida por estimulagdo indireta. Sob estimulagdo direta houve uma facilitagdo, ndo
explicada, que s6 pode ser atribuida a ag@o de ions Mn'%, uma vez que isso ndo acontece
em nenhuma das condi¢bes A, B e C da Figura 13.
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Fig. 13 — Ensaios com d-tubocurarina (d-Tc), BthTX-I e Mn™", sob estimulos direto (D) e
indireto (I). (A) Efeitos neuromusculares de d-Tc, (B) BthTX-I sob estimulos
sincronizados, indireto (registro escuro) e direto (registro claro), (C) BthTX-I sob
estimulo direto em preparag¢des pré-tratadas com d-Tc, (D) BthTX-I sob estimulo
direto em preparacdes pré-tratadas com Mn’" — bloqueio e reversio da resposta
contratil — seguido de adi¢do de d-Tc. Note o efeito protetor exercido por ions
Mn>", Concentragdes: d-Tc 4 pg/ml, BthTX-I 20 ug/ml, Mn>* 0.9 mM. As setas
indicam os momentos de adicdo das substdncias ao banho. W, lavagem.
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4.5. DISCUSSAO

Os estudos realizados com cations divalentes e ressaltando-se 0 de RASGADO-
FLORES et al. (1987) sobre o metabolismo de estroncio, bario € manganés em terminais
nervosos isolados, contribuiram sobremaneira para o entendimento do modo de agdo de
ions Mn®*, permitindo a extrapolagdio para estes ensaios e facilitando a explicagdo dos

resultados obtidos.

Assim, os resultados sugerem que o tratamento com ions Mn”", antagonista do
o (MEIRI & RAHAMIMOFF, 1972; BALNAVE & GAGE, 1973), protege a preparagao

neuromuscular contra os efeitos bloqueadores da BthTX-I.

Dentre os cations divalentes com efeitos similares aos exercidos pelo célcio,
como captagdo pelos terminais nervosos, tamponamento intraterminal, extrusdo e/ou
envolvimento no processo de liberagdo do neurotransmissor, certamente O manganes
evidenciou alguns deles, como por exemplo, o bloqueio da transmissdo neuromuscular
sugerindo a competigdo com o influxo de célcio. Os resultados obtidos mostraram ser este

bloqueio do Mn”* dose-dependente.

Diferente da agio do Mg®’, o Mn?* produz um bloqueio reversivel. A
reversibilidade € possivel pelo fato de os ions Mn’" serem avidamente seqiiestrados pelas
organelas tamponadoras do citossol, as mitocdndrias e o reticulo endo/sarcoplasmatico
(RASGADO-FLORES e al., 1987). Assim, a remogdo citossélica do Mn”" torna o calcio
novamente disponivel no seu sitio de a¢@o e a neurotransmissdo € restabelecida. E evidente,
portanto, ser esta reversdo dependente da presenga de calcio, do contrario ela nio se
restabelece. O célcio requerido para a reversdo espontanea do Mn®" provém do meio

externo (Figura 10, 3B).

A condi¢do pés-lavagem foi considerada em todos os protocolos por causa da
facilitagdo observada no tratamento com o manganés. O fato da preparacdo responder apos
a lavagem com a solugdo de Tyrode (quando supostamente foram retirados agentes

externos do banho), leva a observagdo de que a agdo do manganés € persistente. De fato, os

Capitulo 2

96



jons Mn>" sdio bem tamponados no citoplasma e capazes de ligarem-se ao ATP e talvez a
outras proteinas de ligagdo do calcio (WOLF et al. 1972; RASGADO-FLORES et al.,
1987). De tal forma que, quando renovado o meio nutritivo, o célcio contido neste meio
teve livre acesso ao terminal, manifestado pela resposta facilitatoria. Entretanto, quando se
adicionou dantrolene, os resultados pés-lavagem nfo exibiram a facilitagdo (nem em meio
sem calcio, nem em Tyrode normal). Tais resultados sugerem diferentes sitios de agéo para
Mn?" e dantrolene, sendo que o {ltimo manteve o seu padrdo de resposta. Desta forma,
pode-se dissociar a influéncia do Mn®" sobre os mecanismos liberadores de Ca®" do
reticulo sarcoplasmatico. Tal achado corrobora com aqueles de¢ RODRIGUES-SIMIONI ef
al. (1995) que concluiram que os mecanismos e (ou) “pools” de Ca** que podem ser
antagonizados pelo dantrolene ndo estio ligados aos efeitos de BthTX-I sobre a contragdo

muscular.

Ensaios com 3,4-DAP (agente bloqueador de canais de potassio) dissociaram os

efeitos da BthTX-I com os canais de potassio.

A agdo de fons Mn"" sobre o sarcolema também foi investigada. Nestes ensaios
empregou-se a d-Tubocurarina (d-Tc), agente capaz de ocupar reversivelmente o receptor
para a ACh, bloqueando a neurotransmissdo (sob estimulo indireto) de forma n#o
despolarizante. A estimulagdo direta no misculo produz um potencial de agdo muscular,
que foi bloqueado pela adi¢do de BthTX-I. fons Mn’* também, nestas condi¢des
experimentais, exerceram seu efeito protetor, impedindo a ag&o bloqueadora da toxina.
Observe a condi¢do pos-lavagem e o recobro da resposta contratil, sob estimulos tanto
indireto como direto. Estes resultados mostraram uma agdo direta da BthTX-I sobre
membranas, uma vez que o receptor nicotinico estava  ‘protegido’ pela d-Tc,
corroborando os achados de HELUANY et al. (1992). Por outro lado, nossos resultados
apontam para, talvez possivelmente outra nova a¢ao para fons Mn”" que agiriam nfo apenas
sobre o terminal nervoso mas também sobre o sarcolema extrajuncional, regido nio
especializada da fibra muscular, e/ou, para uma ago pré sinaptica da BthTX-I e ainda, para

outras ndo cogitadas.
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5. CAPITULO 3

A contribuicio da eletrofisiologia no estudo da
farmacologia da BthTX-I (B. jararacussu)






Os resultados obtidos com a técnica miogréfica apontaram para uma agdo pds-
sindptica da BthTX-I sobre o sarcolema extrajuncional e nio na regido especializada da
placa motora (sub-sinaptica). O cation divalente manganés, um bloqueador reversivel da
neurotransmissao e predominantemente pré-sinaptico (MEIRI & RAHAMIMOFF, 1972),
mostrou agir também pos-sinapticamente, por conta de sua capacidade em impedir o
bloqueio neuromuscular irreversivel caracteristico da BthTX-I. O desafio deste capitulo
foi tentar esclarecer, através da técnica eletrofisioldgica, de que modo um agente com agéo
pré-sinaptica conseguiu impedir o bloqueio neuromuscular de outro agente supostamente
com agdo pos-sinaptica. O presente capitulo compreende os resultados obtidos da técnica
eletrofisiolégica, através dos registros dos potenciais de placa terminal em miniatura (pptm)

e dos potenciais da membrana em repouso, utilizando os principais protocolos do estudo

miografico.
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5.1. REVISAO DA LITERATURA
5.1.1. Resumo

O mecanismo pelo qual a chegada do impulso nervoso no sitio pré-sinaptico
causa a liberagéo do transmissor foi extensivamente estudado. Em condigdes experimentais
in vitro de preparagdes nervo-musculo, o estimulo para a secre¢do do neurotransmissor € a
despolarizagio da membrana do terminal pré-sinaptico produzida por um impulso central
ou por uma corrente artificialmente aplicada. Normalmente ocorre um retardo (cerca de 0.5
ms a 22°C) entre a variacdo de voltagem que provoca a despolarizacdo e a secregdo. Para
que a liberagdo do neurotransmissor ocorra, € necessario que ions célcio presentes no meio
extracelular, entrem no terminal e deflagrem a liberagdo. Em meio com baixa concentracdo

de célcio ou alta de Mg®", a liberagdo pode ser reduzida ou completamente abolida.

Alteragdes no potencial de membrana pos-sindptico representam ensaios
convenientes para estimar o tempo e a quantidade de transmissor liberado. O transmissor €
secretado em pacotes multimoleculares ou quanta, que contém varias centenas de moléculas

de acetilcolina (ACh).

No repouso, o terminal também libera quanta de transmissor espontaneamente,
uma acio que da origem na célula pds-sindptica, aos potenciais de placa terminal em
miniatura (pptm), com amplitude da ordem de 0.5 a 1 mV, a uma freqiiéncia de 1/s (FATT
& KATZ, 1951). A liberagio quintica parece ser um mecanismo geral para a secrec@o de
neurotransmissores nas sinapses do sistema nervoso central e periférico de vertebrados e

invertebrados.

5.1.2. Os conceitos que fundamentam a técnica eletrofisiologica

A técnica eletrofisiolégica para investigar os fendmenos envolvidos na
transmissio neuromuscular através de microeletrodos intracelulares foi introduzida por
LING & GERARD (1949) e aperfei¢oada por FATT & KATZ (1951). Estes pesquisadores
realizaram um extenso estudo, em preparagdes curarizadas de musculo de 13, utilizando

Capitulo 3
102



microeletrodos de vidro preenchidos com KCI e inseridos na fibra muscular na regidgo da

placa terminal motora.

Os experimentos que utilizaram da técnica eletrofisiologica, em associagido ao
emprego de drogas classicas da farmacologia, comprovaram toda a teoria fisiolégica de
liberagio quimica de transmissores, estabeleceram as bases de interpretacdo desta
importante técnica e deram aos seus autores o prémio Nobel. A seguir, os principais

achados serdo resumidos:

1. A demonstragdo de que a liberagdo do neurotransmissor ndo € controlada
pelo influxo de sodio e nem pelo efluxo de potassio foi feita pelo uso de tetrodotoxina e
tetraetilamdnio (KATZ & MILEDI, 1967c). A tetrodotoxina, que bloqueia o canal de sodio
controlado por voltagem, ndo bloqueia o influxo de sédio pelos canais nicotinicos ativados
por ACh. De modo semelhante, a o-bungarotoxina, uma proteina do veneno de cobra que
se fixa aos receptores nicotinicos e bloqueia a agdo da ACh, nio interfere com os canais de
sodio e potassio controlados por voltagem. O tetraetilaménio foi 1til para se obter uma
prolongada despolarizag3o, so possivel com o bloqueio de canais de K”. Assim, os autores
conseguiram demonstrar que a condutdncia da membrana ao calcio € aumentada pela

despolarizagdo e que calcio entra no terminal a cada potencial de ag3o.

2. A liberagdo do neurotransmissor ¢ desencadeada pelo influxo de calcio (DEL
CASTILLO & STARK, 1952; KATZ & MILEDI, 1967a). O Ca™? é um elemento essencial
no processo de transmissdo sinaptica. Quando a sua concentragdo no fluido extracelular ¢
diminuida, a liberacio de ACh no terminal nervoso ¢ reduzida e finalmente abolida.
Durante a despolarizagdo do terminal pré-sindptico, o Ca™ deve estar presente (KATZ &
MILEDI, 1967b). O Ca™ invade o citoplasma do terminal nervoso através de canais de
Ca™® sensiveis a voltagem. A liberagdo do neurotransmissor pode também ser reduzida pela
adicio de magnésio ao meio. Na maioria das células nervosas que ndo o axonio gigante da
lula, ha pelo menos quatro classes de canais de Ca”" sensiveis a voltagem (T, L, N e P). O
canal do tipo T tem um baixo limiar de voltagem de ativagdo. O canal do tipo L €
caracterizada por exibir lenta velocidade de inativagdo, de modo que estes canais

permanecem abertos durante uma despolarizagao prolongada da membrana. As outras duas
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classes incluem os canais do tipo N e P, que s3o inativados mais rapidamente. Em muitas
células, o influxo de Ca’" através dos canais do tipo N e do tipo P contribui mais
diretamente para a liberagdo do transmissor (KANDEL, SCHWARTZ, JESSE, 1997).

3. O neurotransmissor ¢ liberado em unidades quanticas. Em experimentos
com jung¢do neuromuscular de ra, FATT & KATZ (1952) demonstraram que a ACh ¢
liberada do terminal em pacotes multimoleculares, que sdo chamados quanta. Um pacote,
ou quantum, simplesmente representa a menor unidade na qual o neurotransmissor €
normalmente secretado. Tomando um nimero arbitrario, liberacdo quantica significa que
apenas 3000, 6000, 9000, etc, moléculas podem ser liberadas, mas nido quantidades
intermedidrias como 2056 ou 3762. Em geral, o nimero de quanta liberado por
despolariza¢do (o contetdo quantico de uma resposta sinaptica) pode variar, mas 0 nimero

de moléculas em um guantum (tamanho quantico) € relativamente fixo.

A primeira evidéncia para a teoria dos pacotes multimoleculares de ACh ou
quanta foi a observagdo de FATT & KATZ de que, na placa motora, mas nio em outro
lugar da fibra muscular, despolarizagdes espontdneas de cerca de 0.5 a 1 mV ocorriam
aleatoriamente. Tais potenciais espontineos diminuiam em amplitude e eram finalmente
abolidos pelo aumento da concentra¢do de curare na solugdo do banho € aumentavam em
amplitude e tempo de agdo por inibidores de acetilcolinesterase, como a prostigmina. Esses
dois ensaios farmacologicos sugeriram que os potenciais eram produzidos por liberagdo
espontanea de discretas quantidades de ACh do terminal nervoso. A possibilidade de que os
potenciais fossem desencadeados por moléculas individuais de ACh foi descartada por

varias razoes:

a) O curare € a prostigmina apresentavam efeitos graduais sobre a amplitude
(diminuicdo e aumento, respectivamente) de pptm e ndo sobre a freqiiéncia. Se os eventos
dependessem da agdo de moléculas individuais, suas amplitudes seriam fixas e as drogas
afetariam a freqiiéncia de sua ocorréncia. A prostigmina, por inibir a hidr6lise de ACh e
indiretamente por aumentar a sua concentra¢do na fenda sinptica, aumentaria a freqii€ncia
dos pptm. O curare, por ocupar receptores pos-sindpticos e portanto, diminuir 0 numero

disponivel para interagdo com ACh, diminuiria a freqiiéncia de pptm.
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b) A adigdo de ACh a solugdo do banho causava uma despolarizagio gradual na
regidio da placa terminal, sem aumentar a freqiiéncia de pptm. Novamente, se os pptm
fossem causados por moléculas individuais, a adigdo de ACh a solugdo do banho teria
aumentado o numero de colisdes moleculares com a membrana pos-sinaptica e, talvez,
aumentado a freqiiéncia de pptm. Contudo, com pequenas aplicagdes de ACh, uma

despolarizagdo menor em amplitude do que um pptm pode ser produzido.

FATT & KATZ (1952) observaram, ainda, que a redugdo de calcio extracelular
reduzia o contetido quéntico do potencial de placa terminal (ppt) de forma gradual, sem
reduzir o tamanho quéntico.

Evidéncias subseqiientes confirmaram, de diferentes modos, que os pptm eram
de fato devidos 2 liberagdo de ACh pelo terminal nervoso. Por exemplo, a despolarizagido
de terminais nervosos, por passagem de corrente através deles, causava um aumento na
freqiiéncia da atividade espontdnea (DEL CASTILLO & KATZ, 1954c), enquanto a
despolarizagdgo muscular ndo tinha efeito sobre a freqii€ncia. A toxina botulinica, que
bloqueia a liberagdo de ACh em resposta ao estimulo nervoso, também abolia a atividade
espontinea (BROOKS, 1956). Logo ap6s a desnervagdo do misculo e degeneragdo de seu
nervo motor, os pptm desapareciam (BIRKS, KATZ, MILEDI, 1960), reaparecendo apds
um periodo de tempo, provavelmente porque quantidades do neurotransmissor sao
liberados das células de Schwann apds terem fagocitado segmentos degenerados de

terminais nervosos repletos com suas vesiculas smapticas.

O grupo de KATZ (FATT & KATZ, 1951; FATT & KATZ, 1952; DEL
CASTILLO & KATZ, 1954a; DEL CASTILLO & KATZ, 1954b) notou uma flutuagdo
casual na amplitude do ppt evocado, registrado em solugdo de Ringer contendo excesso de
ions magnésio. O aumento na concentragdo de magnésio reduzia a transmissio ao nivel em
que nenhum estimulo nervoso fosse capaz de produzir uma resposta evocada. Contudo, o
menor potencial de placa terminal (ppt) registrado tinha a mesma amplitude que o pptm. Os
pptm foram entdo relacionados aos ppt, pela observacdo de que ocorriam flutuagdes na
amplitude dos ppt em solugdes com alto teor de ions magnésio por exatos multiplos de
amplitude dos pptm (DEL CASTILLO & KATZ, 1954a ; DEL CASTILLO & KATZ,
1954b).
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Como resultado das observagdes acima, foi desenvolvida a teoria de que os
pptm representavam a liberacdo da unidade minima ou gquantum de ACh e os ppt
representavam as multiplas, liberagdes simultineas de quanta de ACh. De acordo com esta
idéia, o nimero de quanta liberado por impulso, o contetido quantico (m) € representado,
pelo menos em baixos niveis de liberagdo, pela amplitude do ppt dividida pela amplitude do
pptm. O grupo de KATZ também mostrou que, novamente em baixos niveis de liberagéo e
aplicando a estatistica de Poisson, a liberagdo de um gquantum era um evento estatistico
independente, nio afetado por prévias liberagdes. Assim, demonstraram que o conteudo
quantico (m) poderia ser calculado pela varidncia da amplitude de ppt e também pelo

numero de falhas de ppt resultantes de uma série de estimulos testes.

amplitude do ppt (amplitude ppt)® n° de estimulos testes

m= ou ou log.

amplitude do pptm variancia da amplitude ppt n° de falhas de ppt

Resumidamente, estes foram os principais ensaios que fundamentaram a
compreensdo da eletrofisiologia e constituem os conceitos basicos necessarios a

interpretacdo de resultados obtidos através da técnica eletrofisiologica.
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5.2. OBJETIVOS

Investigar pela técnica eletrofisiologica, em preparagdes nervo frénico-
diafragma, se o Mn”" teria uma agiio pés-sindptica (além da pré-sindptica) ou se a BthTX-I
€ que teria uma acgdo pré-sindptica, além da ja citada acdo pOs-sinaptica sobre a membrana

da fibra muscular.
Para atingir esse objetivo a investigagdo foi tragada em duas etapas:
1* etapa:

e Obter os dois parametros eletrofisiologicos (potencial de membrana e
freqiiéncia/amplitude dos potenciais de placa terminal em miniatura) de preparacdes em
solugéo nutritiva (controle Tyrode) e incubadas com Mn** (0.9 mM), por um periodo de

240 minutos de observagao.

e Obter os mesmos pardmetros acima descritos para a BthTX-I nas
concentragdes de 5,10 e 20 pg/ml, por um periodo maximo de 120 minutos. Determinar

qual a melhor concentragao de BthTX-I a ser utilizada para realizar a etapa seguinte.

2% etapa:

Obter os parametros -eletrofisiolégicos como potencial de membrana e
potenciais de placa terminal em miniatura em preparagdes previamente incubadas com
Mn®" (0.9 mM: 30, 60 e 120 minutos) seguida da adicio de BthTX-I (30, 60 e 120
minutos). Da analise destes ensaios escolher o protocolo definitivo e reproduzir num

minimo de trés experimentos.
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5.3. MATERIAIS E METODOS
e Animais

Camundongos Swiss machos (25-30 g) foram fornecidos pela Central de
Bioterismo (UNICAMP), mantidos em gaiola e recebendo rag@o e dgua ad libitum.

e Toxina

BthTX-I, extraida de um “pool” de veneno de B. jararacussu, conforme
descrito por Homsi-Brandeburgo (1988), foi fornecida pelo Dr. J. R. Giglio, da Faculdade
de Medicina, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdao Preto (SP).

e Reagentes

Conforme descrito em Materiais e Métodos (Capitulo 2).

e Preparagido Nervo Frénico-Diafragma

Obtida a preparagdo nervo frénico-diafragma (conforme descrito no Capitulo 1)
seguiu-se a sua montagem em cuba perspex "Dow Corning-Sylgard" (3 cm de
comprimento, 1.8 cm de largura e 0.8 cm de altura), contendo 3 ml de solug¢do de Tyrode. A
preparacdo foi colocada horizontalmente com a superficie toracica voltada para cima,
fixada com alfinetes e aerada com carbogénio. Este conjunto foi fixado na platma do
microscopio. Os registros eletrofisiologicos foram obtidos pela introdugdo de
microeletrodos de vidro em fibras musculares (FATT & KATZ, 1951). Em todos os
experimentos realizados foram medidos os potenciais da membrana em repouso (PM) e os
potenciais de placa terminal em miniatura (pptm) .
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e Microeletrodos - confec¢do e medida da resisténcia

Os microeletrodos foram preparados com tubos de vidro apropriados (capilares
de vidro Clark com microcapilar interno), com o auxilio do "Microelectrode Puller"
(modelo 8104, Palmer), preenchidos com 3 M de KCl e mantidos em geladeira. A
resisténcia do microeletrodo era medida mergulhando-o0 na solu¢do nutritiva e introduzindo
no circuito, em paralelo, uma resisténcia de valor conhecido (20 MQ). Foram aceitos os

valores entre 8 a 20 MQ.

e Descricao do circuito

O microeletrodo foi fixado a um suporte de acrilico, de onde sai um fio de
platina unido a um seguidor catodico, através de um fio condutor. A conexdo entre o
microeletrodo e o fio de platina foi feita através de um vaso comunicante preenchido com
3 M de KCL Os orificios do vaso comunicante foram vedados com uma laminula revestida
por uma camada delgada de vaselina solida. Este conjunto foi fixado ao brago de um
micromanipulador Jena (Alemanha) acoplado a um microscopio estereoscopico Zeiss, para
aumento de até 40 vezes. Este equipamento permitiu realizar pequenos deslocamentos
horizontais e verticais, controlando a introdu¢do do microeletrodo nas fibras musculares. O
eletrodo indiferente constituiu-se de um fio de platina, incluido em tubo de vidro submerso
em mercurio liquido, onde colocou-se um tubo de vidro curvo, preenchido com agar-salina,
para adaptagdo a cuba. A preparagio e a aparelhagem descrita permaneceram no interior de

uma gaiola de Faraday, montada sobre uma mesa rigida e fixada ao solo para evitar
vibragdes.

O seguidor catodico foi posicionado proximo ao bragco do micromanipulador ao
qual foi conectado o canal do osciloscopio (Tektronix 5103N com modulo SA 22N
"Diferential Ampl" e 5B 12N "Dual Time Base"). Acoplado ao osciloscépio, através de um
cabo, o fisiografo Gould Universal Amplifier Model RS 3400, registrava os pptm obtidos.
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e Potenciais da membrana em repouso (PM)

Os potenciais da membrana em repouso das fibras musculares foram obtidos
pela insercdo do microeletrodo intracelularmente sobre as fibras musculares superficiais,
com o auxilio do microscopio. Foi registrada a deflexdo vertical do feixe no osciloscopio,
no momento da inser¢io. Tal procedimento foi repetido em seis fibras distintas em um
periodo nio superior a um minuto, em regides da placa terminal e distantes dela.
Calcularam-se a média aritmética e o erro-padrdo das leituras realizadas. O potencial de
membrana foi determinado multiplicando-se o valor da média por um fator de corre¢do (el
que foi estabelecido, aplicando-se ao circuito um sinal de 100 mV e medindo-se a deflexdo
correspondente no osciloscopio (fc=100/deflexdo correspondente). As preparagdes foram
incubadas com solugdo de Tyrode (controle) e Mn>* (0.9 mM), por 240 min; BthTX-I (5,
10 e 20 pg/ml) por 120 min; e Mn* (0.9 mM) foi pré-incubado em tempos varidveis € ndo
superior a 120 min antes da adi¢do de BthTX-I (5 ou 10 pg/ml, 120 min), até a escolha do

melhor tempo de pré-incubagdo com o Mn**, que foi o de 30 min.

e Potenciais de placa terminal em miniatura (pptm)

Para a captacio dos pptm, o microeletrodo foi implantado junto ou o mais
préximo possivel, da regido da placa motora. Os pptm foram captados e registrados em
fisiografo acoplado ao osciloscopio (sensibilidade 1 mV/cm). Em condi¢@o controle ou na
vigéncia de tratamento com drogas, alguns pptm foram fotografados em filme "Polaroid”
por meio de uma 'cdmera osciloscope' modelo C-5A, principalmente em ocasi6es em que

se desejava obter o formato da onda do potencial e excluir possiveis artefatos.

e Analise Estatistica

A significincia para as diferengas observadas foi determinada pelo teste nio-
pareado “t-Student”, com valor P<0.05 considerado significativo. Os resultados foram

expressos como média + erro-padrao.
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5.4. RESULTADOS

e Potenciais da membrana em repouso (PM)

As medidas dos PM de preparacdes em solugdo nutritiva (controle Tyrode) e de
preparagdes incubadas com Mn** (0.9 mM) foram obtidas nos tempos (t) to, tys, to, teo, t120,
t1s0 € t2s0 min, na regido da placa terminal e distante dela. O longo tempo de observagio
adotado estd relacionado ao tempo de reversdo espontanea do bloqueio neuromuscular
induzido pelo Mn>* (0.9 mM), na técnica miografica, que ocorria entre 30 e 90 min.

1. Tyrode (n=3): preparagdes controle comportaram-se de modo homogéneo
mantendo os valores dos PM ao longo de 240 min, dentro do esperado (80 + 0.5 mV)
(Tabela 1).

2. Mn®* (0.9 mM, n=3): as preparagbes incubadas com Mn>" quando
comparadas ao controle Tyrode mostraram alteracdo significativa nos valores de PM
somente a partir de 180 min, em ambas as regides: placa e fora da placa (*P<0.01, Tabela
2). Este fato mostrou que as preparagdes poderiam ser incubadas com Mn®* (0.9 mM) por
mais de 120 min, sem que se observasse nenhuma alteragdo significativa nos valores do
PM.

3. BthTX-I (10 pg/ml, n=3): quando as preparagdes foram tratadas com esta
concentragio de BthTX-I observou-se uma progressiva e acentuada despolarizagdo da
membrana a partir dos 30 min (*P<0.05, Tabela 3), com valores de —49.5 + 3 mV e - 48 +
3mV (tso min, nas regides da placa e fora, RP e FP, respectivamente) e de-34 + 3 mV (t;20
min, em ambas as regides). Na vigéncia desses valores de PM ndo foi possivel o registro

dos pptm.

4. BthTX-I (5 pg/ml, n=5): O uso de uma concentragdo menor foi util para
monitorar as pequenas alteragdes de PM determinadas por esta toxina sobre as fibras
musculares. A ac¢do desta concentragao de BthTX-I sobre os PM, so6 foi significativamente
diferente do controle Tyrode aos 120 min, na regido fora da placa (*P<0.01, Tabela 4).

Capitulo 3
111



5. Mn™ (0.9 mM, 30 min) + BthTX-I (5 pg/ml, 120 min) (n=3): a analise
estatistica resultante deste protocolo mostrou valores significativamente diferentes do
controle Tyrode (*¥*P<0.05) nos seguintes tempos (min): t3, na regido fora da placa
motora; teg, tizo € pds-lavagem em ambas as regides, placa e fora de placa (Tabela 5).
Entretanto, quando os mesmos valores foram comparados aos com BthTX-I (5 pg/ml) ndo
houve diferenca significativa ao longo dos 120 min de observagdo. Este resultado
determinou a escolha da concentragdo de 10 pg/ml de BthTX-I para avaliar a agdo

protetora do Mn*".

6. Mn** (0.9 mM, 30 min) + BthTX-I (10 pg/ml 120 min) (n=3): Quando se
adicionou BthTX-I as preparagdes previamente incubadas por 30 min com Mn®" (0.9 mM),
0s PM puderam ser registrados ao longo de todo o periodo (Tabela 6. * P<0.05 comparado a
BthTX-I 10 pg/ml) de observagdo (0 que ndo aconteceu quando prepara¢des foram
incubadas apenas com a toxina), sendo os valores aos 120 min de -71.8+ 1.1 mV
(regido da placa) e =67 + 1.7 mV (distante da placa). Apds a lavagem, as preparacgdes
apresentaram alguns potenciais espontaneos com amplitude acima de 1.9 mV e os valores
obtidos dos PM foram —72.8 + 1.9 mV e -72.4 + 1.9 mV, para as regites da placa e fora da

placa, respectivamente.

A Figura 14A resume as condi¢cdes acima citadas sobre os PM de preparacgoes
submetidas ao controle Tyrode, Mn>* (0.9 mM) e as duas concentracdes de BthTX-I (5 e 10
pg/ml). Assim, pode ser claramente observada a intensa despolarizagdo causada pela maior
concentragio de toxina usada. A Figura 14B ilustra o notavel efeito protetor do Mn*"
contra a agdo despolarizante da BthTX-I 10 pg/ml (P<0.05, teo.120 min). Ndo foram
mostrados os valores de PM da regido fora da placa por nao ter sido observado diferenca

significativa entre ambas as regides.

Capitulo 3
112



TABELA 1 - MEDIDA DO POTENCIAL DE MEMBRANA EM REPOUSO (-mV)
CONTROLE TYRODE (N=3)

n to tis t3o teo t120 tiso t240 W

RP (FP |RP |FP |RP |FP |(RP |FP |RP [FP |RP [FP [RP |FP |RP |FP

80 |70 |84 |8 (84 (8 |8 |88 (80 (86 (84 (78 |80 |80 |78 |80

78 |88 |84 |78 |82 |88 (80 (80 |84 (80 (80 |80 |78 (78 |80 |78

1 |72 |8 |80 |84 |82 |8 |80 |74 |80 |84 |80 |80 |8 |80 |80 |34

80 |80 |84 (84 (80 (8 |78 (80 (84 |80 (8 (78 |80 |78 |80 |80

90 |80 |74 |84 (8 |80 |88 (84 (70 (8 (80 (80 (80 |78 |80 |80

80 |8 |84 |84 |82 |84 (80 |84 |84 |80 |8 |78 |78 |78 |84 |80

80 |70 |78 |70 |80 |60 (84 (80 |84 (90 |78 |84 |78 |70 |84 |84

78 |80 |78 |78 |80 |60 |68 |80 (84 |84 |80 |90 (88 |80 (68 |78

2 84 (80 |78 (84 (80 |84 (84 |78 |84 |78 |80 (90 |84 |80 (80 |90

76 |84 |72 |80 (80 |80 |78 |80 (90 |80 |84 |68 |80 |84 |78 |80

8 |76 |70 |8 (78 (80 |8 (80 (68 (76 (84 |70 (80 |80 |78 |80

70 |82 |76 |70 (80 |78 |70 |80 |70 |74 |78 |70 |80 (84 |78 |80

84 |84 |80 |8 |84 |78 |80 |8 |70 (70 |80 |76 |78 |78 |80 |88

84 |84 |80 |80 |70 |80 |74 |70 |70 |76 |78 |80 |78 |8 |78 |86

80 (68 |70 |78 |80 |78 |70 84 |78 |70 |80 |84 |78 |84 |80 |84

70 [80 {80 |84 |80 |80 |80 |80 |80 |76 |80 |80 |80 |84 |84 |80

S [135 133 {133 | 136 {136 | 134 {133 |136 {134 |134 | 136 133 |136 | 136 |135 |139
4 8 6 0 8 2 2 2 8 8 4 4 4 2 8 6

M [79. |78. |78. |80 [80. |79 |78. (80 |79. |79. |80. |78. |80. [80. |80 |82
6 1 3 = 3 3 3 2 5 2 1

EP |13 |13 |1.2 |1.3 (0.8 |1.8 |13 |0.9 (1.7 (1.3 |0.5 |[1.3 |0.6 |0.8 {1.0 |0.8

t, tempo (min). RP, regido de placa. FP, fora de placa. W, lavagem da preparacao.
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TABELA 2 - MEDIDA DO POTENCIAL DE MEMBRANA EM REPOUSO (-mV) —

Mn’" (0.9 mM)
n to tis t30 teo ti20 t1s0 t240 W
RP |FP |RP |[FP |RP |[FP |[RP |[FP |[RP [FP |[RP [FP |RP |FP |RP |FP
80 (80 |84 |84 [84 [80 |84 (80 (8 |70 (80 |70 |60 |64 |50 |70
. |80 [80 [84 [84 [80 [80 (84 |78 (80 |70 [74 [78 [64 |60 (50 |78
84 [80 [80 (84 [80 [80 [84 [70 [84 |80 |78 [68 |60 [70 |60 |64
80 |80 [80 [80 [86 [90 [70 [80 [70 [80 [68 [66 [68 [70 [64 |78
2 (8 [90 [90 [80 |8 [84 [70 [80 (80 [80 [63 [66 |70 [70 |70 |74
80 [80 [80 [90 [90 [80 [80 [80 [78 |80 |64 [73 [70 |66 |74 |78
86 [82 [84 [80 [82 [80 [84 [80 [78 [74 [80 [80 [68 |60 [78 |70
3 |8 [84 [88 [8 |82 |8 |78 [90 [84 [80 [84 [84 |60 [68 [80 [80
80 [80 [84 [86 [88 [86 [80 |90 [80 [78 [80 [78 [78 [80 [70 |80
> 742 [736 |754 | 754 [758 | 746 | 714 | 728 |718 |692 |671 |663 [598 [608 |596 |672
M |82. [82 [84 [84 [84 [83 |79 [81 [80 |77 [745 [74 |66. |67. |66 |75
4 5 |5
EP 1 [1 (1 |1 |1 |1 {2 [2 |1.5 [1.5 [25% [2% |2 (2% |4 [1.5#

* P<0.01. t, tempo (min). RP, regido de placa. FP, fora de placa. W, lavagem da

preparacao.

Capitulo 3

1i4



TABELA 3 — MEDIDA DO POTENCIAL DE MEMBRANA EM REPOUSO (-mV) -
BTHTX-I (10 pG/ML)

n to tis t3 tee i W
RP |FP RP FP RP FP RP |FP RP FP RP FP
84 80 90 70 70 70 50 30 24 40 24 20
80 |70 |88 |68 [78 |78 [50 [30 [40 {40 [20 (38
1 70 70 80 70 60 70 30 60 28 36 20 30
80 70 80 78 70 80 40 50 32 42 20 28
8 |90 |80 |80 |60 |74 |40 [50 [40 [36 [26 |20
78 |82 |78 |70 |72 |68 [30 [50 [20 |20 [20 |30
80 |90 |80 |90 [90 |90 [e0 |60 [60 |60 |20 |40
80 90 80 80 80 90 44 60 40 40 50 40
85 90 80 90 90 80 64 44 60 60 30 50
2 80 90 80 80 90 80 50 60 40 60 40 40
90 |90 |80 (90 |80 |90 [64 [50 [50 |60 |50 |40
90 90 80 90 80 90 80 50 50 60 40 60
90 80 60 60 60 60 40 20 56 24 50 24
90 80 60 60 40 40 56 68 b 28 20 20
80 80 40 80 60 60 60 40 52 24 30 20
3 80 60 60 70 40 60 48 40 36 22 60 24
80 60 50 60 50 60 48 60 40 20 40 30
78 |60 |60 |60 |50 |60 [40 [40 [20 |50 |50 |60
M |82 |79 725 |75 |68 [72 [495 [48 [41 |40 |34 |34
EP 1.2 2.6 3.2 2.5 3.8% [32% |3.0* |30®% |35% |35%* [32% |30%*

*p<0.05. t, tempo (min). RP, regido de placa. FP, fora de placa. W, lavagem da

preparagdo.
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TABELA 4 - MEDIDA DO POTENCIAL DE MEMBRANA EM REPOUSO (-mV) -

BTHTX-I (5 pG/ML)

n to tis t3o teo t120 W
RP FP RP FP RP FP RP FP RP FP RP FP
80 78 80 70 70 70 70 70 70 70 70 82
80 82 80 80 60 64 70 70 70 70 74 70
1 70 70 70 70 70 60 70 70 70 70 58 78
70 70 80 80 74 64 78 70 80 90 82 78
78 80 80 80 70 60 70 70 60 70 70 86
80 80 70 68 64 60 70 70 78 70 80 80
84 80 80 78 80 70 70 68 78 70 74 90
88 90 82 70 80 64 68 70 68 70 80 80
90 80 70 70 90 70 70 80 70 70 70 80
2 90 90 80 90 80 70 78 80 68 70 90 90
70 90 78 70 70 72 80 70 70 70 70 80
80 70 70 80 78 70 80 78 68 70 90 80
80 70 70 70 80 90 84 70 80 60 - -
70 90 78 70 70 70 68 78 90 70 - -
70 80 78 70 74 72 78 90 70 70 - -
3 8 (90 |78 |78 |70 |8 (68 |8 (88 |70 |- -
70 78 78 80 70 70 68 90 70 68 - -
90 98 78 80 78 84 90 70 70 68 - -
74 82 80 84 90 84 80 70 70 68 72 76
74 80 86 80 70 80 80 74 70 70 88 78
84 80 74 82 78 80 78 84 70 76 90 60
B 80 80 70 78 78 78 90 80 80 70 80 74
80 90 78 80 80 84 70 80 70 70 78 82
80 70 80 74 70 70 70 78 80 80 76 60
74 34 80 80 80 80 80 80 80 80 80 80
82 80 82 84 80 78 80 90 78 78 70 80
78 72 74 78 80 80 80 90 80 80 70 80
5 84 84 80 80 78 70 70 80 78 70 80 90
80 80 90 84 70 78 90 80 74 80 70 84
78 80 80 80 80 78 80 80 78 80 80 70
b3 2372 (2438 |2334 |2318 (2262 2200 (2278 |2310 |2226 |2168 |1842 |1888
M 79 81 78 75 754 173.3 |76 77 742 (722 |76.5 |78.5
EP 1 1 1 1 1 1.5 1 1 1 1 = 2 2

*P<0.01. t, tempo (min). RP, regido de placa. FP, fora de placa. W, lavagem da

preparagao.
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TABELA 5 - MEDIDA DO POTENCIAL DE MEMBRANA EM REPOUSO (-mV) -
MN #* (0.9 MM, 30 MIN) + BTHTX-I (5 pG/ML, 120 MIN)

Adi¢do de BthTX-1

3
n ty tis t30 teo ti2e W
RP |FP RP |FP RP |FP RP |FP RP |FP RP |FP
70 80 70 - 80 66 72 72 70 64 68 80
80 70 70 - 70 60 70 66 70 70 70 80
1 80 70 68 - 64 60 66 68 70 80 80 70
78 70 70 - 70 70 66 70 70 70 80 78
70 80 70 - 80 78 76 66 70 80 70 76
68 70 70 - 76 68 68 70 64 70 80 84
90 70 78 80 80 70 70 78 78 60 60 60
70 70 78 70 80 80 80 80 70 60 60 64
70 70 80 70 80 70 78 78 64 60 60 74
2 78 70 70 68 80 70 80 70 70 60 60 60
70 70 80 80 80 74 64 68 78 78 68 60
80 80 80 70 70 70 70 78 70 64 70 70
90 80 90 80 90 82 80 80 90 80 80 90
90 80 82 90 90 80 80 90 82 68 84 70
90 90 90 70 90 80 90 80 78 78 84 74
3 78 80 90 70 70 80 80 90 80 90 70 80
90 90 90 82 78 80 78 80 70 90 70 68
90 90 90 90 80 80 80 70 78 70 70 80
3 1432 [1380 {1416 {920 1408 (1318 1318 (1348 [1322 [1292 |1214 |1318
M 79.5 |77 79 77 78 73 73 75 735 |72 67.5 |73
EP 2 1.8 2 2 2 1% 2% |2 1.5% (2 = |44=* |2 %

*P<0.05. t, tempo (min). RP, regido de placa. FP, fora de placa. W, lavagem da

preparagao.
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TABELA 6 — MEDIDA DO POTENCIAL DE MEMBRANA EM REPOUSO (-mV) -
MN %* (0.9 MM, 30 MIN) + BTHTX-I (10 uG/ML, 120 MIN)

Adi¢do de BthTX-I

J
n 0’ 15 30 60’ 120° W
RP |FP RP |FP [RP |(FP |RP [FP |RP |FP |[RP |FP
70 80 68 70 64 78 72 70 70 70 70 78
78 70 70 78 70 66 66 66 70 70 70 80
1 80 80 70 80 80 60 70 70 70 80 80 70
80 70 70 90 76 74 66 68 70 70 80 76
68 70 70 68 80 66 68 66 70 64 68 76
70 70 70 80 70 68 76 72 64 70 80 80
70 70 80 70 80 70 70 78 64 60 68 74
80 70 78 80 80 80 80 80 70 60 60 64
70 80 78 70 70 68 78 70 78 78 76 60
2 80 70 70 68 80 70 74 78 70 60 60 60
85 70 80 70 80 74 64 78 70 60 60 70
80 70 74 80 80 70 70 68 78 64 70 60
70 80 70 70 70 70 80 80 70 70 80 70
80 80 78 70 85 85 80 60 70 64 90 68
80 84 90 70 88 90 90 50 80 50 80 90
3 80 80 80 85 80 70 80 70 80 78 70 70
85 80 90 70 90 80 80 90 80 70 70 80
80 80 80 70 84 90 85 85 70 68 80 78
M 77 75.2 1758 |74.3 |78.1 |73.8 (794 |[72.1 |[71.8 |67 72.8 (724
EP 13% [1.2 1.6 1.5 1.6* |19 1.6%* |20 % |14% 11L.7* |[19% [19%*

*P<0.05. t, tempo (min). RP, regido de placa. FP, fora de placa. W, lavagem da

preparacao.
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Fig. 14 — Potenciais da membrana em repouso (diafragma de camundongo). (A) Note a
espolarizacio das fibras apos exposigdo a BthTX-I 10 pg/ml, mas ndo a BthTX-I
5 pg/ml e nem ao Mn** 0.9 mM. * P<0.05, em relagdo ao controle Tyrode. (B)
Efeitos da BthTX-I ap6s 120 min de exposi¢do em preparagcdes previamente
incubadas com Mn’". Note a protecdo exercida pelo Mn’" contra a agdo

despolarizante da BthTX-I (10 pg/ml).

*P<0.05, em relagdo a BthTX-1 5 pg/ml. Cada ponto representa a média + erro-padréo.
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o Potenciais de placa terminal em miniatura (pptm)

Foram obtidas medidas de freqiiéncia e de amplitude, nos tempos to, tis, t30 te0.
t120, tig0, t240 Min e também apos a lavagem (W) da preparagdo. Como no protocolo anterior,
as preparagdes incubadas com Mn®" (0.9 mM) e com solugdo nutritiva de Tyrode foram

observadas por 240 min e BthTX-I (5 pug/mle 10 pug/ml) por 120 min.

e Freqiiéncia

A Figura 15 mostra a freqiiéncia dos pptm nos seguintes ensaios (1, 2, 4, 5 ¢ 6).

estando 15A representando 1, 2 e 4 ¢ 15B representando 3 ¢ 6:

1. Tyrode (n=3): a freqiiéncia dos pptm variou de 38 + 4 a 61 + 9.5 (n=3), em

preparag¢des controle, ao longo dos 240 min de observag&o.

2. Mn*" (0.9 mM, n=3): o tratamento das preparagdes com 0 manganés mostrou
uma oscilagdo de 15 + 3 (to) a 190.5 + 12 (ti20) na freqiiéncia dos pptm. A diminui¢do da
freqiiéncia observada no momento da adi¢do de Mn®" (P<0.01) era esperada, devido ao
efeito antagonista deste ion sobre o Ca**. A partir dos 120 min, a freqiiéncia desses
potenciais aumentou significativamente, de 2 a 3 vezes (P<0.05), s6 diminuindo apds a
lavagem da preparagdo, embora ainda permanecesse aumentada de modo

significativamente diferente do controle.

3. BthTX-I (10 ug/ml, n=5): sob a a¢do da toxina, algumas fibras apresentaram
um aumento imensuravel na freqtiéncia dos pptm (Figura 16A); enquanto que em outras
fibras, a freqiiéncia era como aquela do controle ou mesmo abaixo; entretanto, potenciais
de maior amplitude ou seja acima de 2 mV, surgiram esporadicamente (Figura 16B).
Observou-se também uma intensa fibrilagio em algumas fibras musculares, geralmente
ap6s 30 min de incubagdo com a toxina, dificultando gradualmente o empalamento das
fibras musculares. Apos 60 min de incubagdo as fibras estavam totalmente despolarizadas

(- 49.5 + 3 mV) ndo sendo mais possivel o registro dos pptm.
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4. BthTX-I (5 pg/ml, n=4): as preparagdes tratadas com esta concentracio de
toxina ndo exibiram qualquer diferenga significativa em relagdo a freqiiéncia dos pptm dos

controles, nem mesmo apés a lavagem da preparagio.

5. Mn*" (0.9 mM, 30 min) + BthTX-I (5 pg/ml, 120 min) (n=4): nestas
condi¢des a adi¢do de BthTX-I levou a um aumento significativo na freqiiéncia dos pptm
(P<0.05, comparado a freqiiéncia de BthTX-I) j4 a partir dos 15 min. Resultado semelhante
ocorreu apenas ap6s 120 min de incubagiio com o Mn*" e na auséncia de BthTX-I. Apos a
lavagem da preparagdo, a freqliéncia retornou a valores ndo significativamente diferente do

controle.

6. Mn*" (0.9 mM, 30 min) + BthTX-I (10 pg/ml, 120 min) (n=3): de forma
semelhante ao protocolo anterior, aumentando-se a concentra¢do da toxina, houve uma
antecipagdo no tempo de aparecimento do aumento da freqiiéncia dos pptm que neste caso
ocorreu aos 60 min, apds a adi¢do de BthTX-I. A andlise estatistica foi feita comparada a
BthTX-I 5 pg/ml, e ndo 10 pg/ml, pela dificuldade encontrada em contar e medir os pptm

das preparagdes tratadas com a concentragdo maior de BthTX-1.
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Fig. 16. Registros de pptm de preparagdo tratada com BthTX-I (10 pg/ml). (A) fibra
empalada na regido da placa terminal e exibindo um aumento imensuravel de
pptm. Observe a ocorréncia de pptm de elevada amplitude. (B) fibra empalada em
regido proxima da anterior, ndo mais exibindo o aumento na freqiiéncia de pptm,

porém mantendo pptm de elevada amplitude.
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e Amplitude

Os resultados seguintes mostram as amplitudes (mV) dos pptm nos seguintes

intervalos: 0.2-0.5,0.6-0.9,1.0-1.4,1.5-1.9 e acimade 1.9.

1. Tyrode (n=3): a analise de pptm do controle Tyrode mostrou ser 0.2 a 0.5
mV a amplitude predominante, seguido por 0.6 a 0.9 mV, em todos os intervalos de tempo

observados, de to a taso min e também apds a lavagem da preparacdo (Figura 17).

2. Mn®" (0.9 mM, n=3): as preparagdes incubadas com 0 manganés ndo
mostraram alteracdo significativa na amplitude, exceto no tempo t3o min, com o surgimento

de potenciais com amplitude de 1.0 a 1.4 mV (P<0.05) (Figura 13).

3. BthTX-I (5 ug/ml, n=4): a incubagdo da prepara¢do com a toxina (Figura 19)
também mostrou diferenca significativa quando comparada com experimentos controle, a
partir dos tempos t3p min, com o aparecimento ocasional de potenciais com amplitude de
1.5 a 1.9 mV (P<0.05); teo min com o surgimento de potenciais com amplitude de 1.5 a 1.9
mV (P<0.05) e acima de 1.9 mV (P<0.05) e t120 min, com o aparecimento de potenciais
acima de 1.9 mV (P<0.05). Um registro tipico é mostrado na Figura 20. A concentragdo de
10 pg/ml de BthTX-I (n=5) determinou uma variagdo inconsistente ou seja, algumas fibras

ora exibiram muita variacdo, ora niio exibiram qualquer variagdo na amplitude.

4. Mn* (0.9 mM, 30 min) + BthTX-I (5 pg/ml) (n=4): observou-se um
aumento significativo (P<0.05) na amplitude dos pptm de 0.2 a 0.5 mV nos tempos tis, teo €
t;20 min (Figura 21). A adigdo de BthTX-I ao meio, antecipou o disparo de pptm, que

ocorria a partir de 120 min com o manganés sozinho.

5. Mn*" (0.9 mM, 30 min) + BthTX-I (10 pg/ml) (n=3): nesta concentragao a
BthTX-1 (Figura 22) causou o aumento no nimero de pptm de amplitude 0.6 a 0.9 mV
(P<0.05, t3 € tego min). Apos a lavagem, ndo mais se observou potenciais espontaneos com
amplitude acima de 1.9 mV, como o verificado em preparagoes incubadas somente com a

BthTX-I.
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Fig. 20 — Registros de pptm de preparacdo tratada com BthTX-I (5 pg/ml). (A) Potenciais
registrados em fisiografo (B) Potenciais registrados em osciloscopio e

fotografados. Observe a ocorréncia de potenciais de elevada amplitude.
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5.5. DISCUSSAO

A técenica eletrofisiologica fornece informagdes que indicam o sitio de agdo de
substancias ou toxinas na JNM. A preparagdo nervo frénico-diafragma de camundongo,
exibe fibras de pequeno didmetro o que determina a manuten¢do de somente um curto
periodo de tempo de empalamento; diferente da fibra de rd, que s3o grandes
(RODRIGUES-SIMIONI e al., 1983), e uma vez empalada mantém-se deste modo até o
final do experimento (60 a 120 min ou mais). Na preparagdo utilizada, esta dificuldade
pode ser contornada registrando-se potenciais a partir de uma amostra de 3 a 10 placas

motoras.

O estudo detalhado dos dois parametros eletrofisiolégicos, potencial da
membrana em repouso e freqiiéncia/amplitude de pptm, em preparagdes incubadas com
Tyrode, Mn°" e BthTX-I, permitiram a interpretagdo dos resultados posteriores com a

BthTX-I, em preparagdes previamente incubadas com os ions Mn®".

Os resultados obtidos com os ions Mn®" mostraram uma alteragio da freqiiéncia
dos potenciais de placa terminal em miniatura (pptm), inicialmente com sua diminui¢ao no
momento da adi¢do do Mn’* a0 banho (provavelmente pela competi¢do com o calcio) e,
posteriormente, pelo aumento apés os 120 min de pptm (provavelmente pelo
tamponamento intraterminal deste fon, conforme referido por RASGADO-FLORES et al.,
1987). A variagdo da freqiiéncia € classicamente interpretada como a indica¢@o de ag@o preé-
sinaptica. A variagdo da amplitude deve ser analisada com cuidado, pois tanto pode
evidenciar uma agido poOs-sindptica, como ocorre com anticolinesterasicos e curare, com
aumento e diminui¢do da amplitude, respectivamente (FATT & KATZ, 1952), como
também uma agdo pré-sinaptica, com a presen¢a de pptm gigantes, como visto para a
crotoxina (HAWGOOD, SMITH, STRONG, 1988), toxina botulinica (MOLGO,
COMELLA, ANGAUT-PETIT, 1990). No caso do Mn2+, além da acdo sobre a freqiiéncia
de pptm, uma variagdo na amplitude foi observada aos 30 min, com o aparecimento de
potenciais com amplitude de 1.0 a 1.4 mV e significativamente diferente do controle
Tyrode (P<0.05). Embora pptm gigantes nio tenham sido observados com o Mn®>* na
concentracéo estudada e sim pptm com amplitude de 1.0 a 1.4 mV, isto pode ser explicado
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pelo fato deste ion ser avidamente seqiiestrado pelas organelas intraterminais (RASGADO-
FLORES ef al.,1987).

Dos estudos classicos realizados com o Mn®* sobre o terminal nervoso podem-
se resumir os principais achados: inibe a liberagio evocada Ca’"-dependente do
neurotransmissor (KATZ & MILEDI, 1969; MEIRI & RAHAMIMOFF, 1972); é capaz de
substituir parcialmente o célcio na manuten¢do evocada da liberacio (DRAPEAU &
NACHSHEN, 1984; KITA, NARITA, VAN DER KLOOT, 1981) e desenvolve lentamente
e com longa durag¢do o aumento da liberagdo do neurotransmissor (BECHEM ef al., 1981).

Comparando os resultados da eletrofisiologia com aqueles obtidos na miografia,
podem-se estabelecer os seguintes elos: a inibi¢do inicial da liberagdo de ACh, evidenciada
pela diminui¢do da freqiiéncia de pptm, pode ser observada na miografia pelo bloqueio
fugaz da neurotransmissdo (MEIRI & RAHAMIMOFF, 1972). Como o Mn®* é avidamente
seqiiestrado pelas organelas intraterminais (RASGADO-FLORES et al, 1987) o calcio
extracelular volta a ter acesso ao seu sitio e a neurotransmissio se restabelece
(reversibilidade espontdnea do Mn’* pela técnica miografica). Isto foi precocemente
visualizado pela técnica eletrofisiologica, aos 30 minutos, com a ocorréncia de pptm de

amplitude aumentada.

Outro fato que corrobora a agdo pré-sindptica do Mn®* é o de preparagdes
tratadas com este jon manterem estavel o potencial de membrana, por cerca de 120
minutos. ApOs este periodo houve alteragdo significativamente diferente do controle
Tyrode (P<0.05), nos valores de PM, embora seja discutivel atribuir uma agéo
despolarizante ao Mn®*, uma vez que pptm foram obtidos ao longo de 240 minutos de
observagdo. O método para medida do PM ndo é tdo fino a ponto de detectar pequenas

nuances nos valores de PM e altera¢des de + 10 mV € comum.

Experimentos realizados com BthTX-I na concentragdo de 20 pg/ml
mostraram-se invidveis para uma analise mais apurada, uma vez que a a¢do desta toxina
nessa concentra¢do tornou dificil o empalamento das fibras, além da presenca de fibrilagdes
que acabavam por interromper o empalamento e inviabilizando o registro dos pptm. Devido
a estas dificuldades optou-se por concentragdes menores de 5 € 10 pg/ml de BthTX-I. Com

a primeira concentra¢do observaram-se alguns dados relevantes: nenhuma alteragdo na
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freqiiéncia de pptm, porém um inesperado aparecimento de pptm gigantes. Com a segunda
concentragdo, algumas fibras apresentaram um aumento imensuravel na freqiiéncia de
pptm, enquanto outras localizadas em regides muito proximas exibiram freqiiéncia normal
além de, como na concentragdo anterior, mostrar também pptm gigantes, com amplitudes
acima de 1.9 mV. Esses dados poderiam sugerir alguma agdo da BthTX-I sobre o terminal

nervoso, além de sua ja conhecida agdo sobre a membrana pos-sindptica.

Os ensaios seguintes foram realizados com preparagdes previamente tratadas
com Mn®* (30 minutos) seguidas da adigio de BthTX-I (5 pg/ml). Nestas condi¢des
experimentais observou-se que o aumento na freqli€ncia dos pptm ocorreu com uma
laténcia menor (15 minutos) quando comparado com o aumento causado pelo Mn”* (120
minutos) na auséncia da BthTX-I. Este resultado parece sugerir que a adi¢do de BthTX-I
antecipou o efeito farmacolégico do Mn?*. Na realidade um outro ion divalente como o Sr**
também estimula a atividade farmacologica da BthTX-I (RODRIGUES-SIMIONI et al.,
1995). Nesta concentragdo de BthTX-I ndo houve alteragdo significativa nos valores de
PM. Também foi investigada a agdo protetora do Mn’* contra a agdo despolarizante da
toxina na concentracdo de 10 pg/ml. Neste caso o Mn’* foi eficiente em impedir o efeito
despolarizante da toxina (P<0.05, teo, ti2o min e também pés-lavagem), além de também

antecipar o efeito farmacologico do Mn?* (aumento na freqiiéncia de pptm).

Assim, os objetivos propostos nesta etapa foram alcancados, uma vez que se
confirmou pela técnica eletrofisiologica (através do parametro do PM) o efeito protetor do
Mn®>* contra a acdo bloqueadora da BthTX-I, observado pela técnica miografica
convencional. Nova evidéncia foi encontrada, até entdo ndo relatada e sugerindo uma acdo
pré-siniptica para a BthTX-I, a ocorréncia de pptm gigantes, que retrata eventos
relacionados 2 liberagdo de ACh (HAWGOOD e al, 1988; MOLGO et al., 1990), embora
sejam registrados na membrana da fibra. portanto pds-sinapticamente. Além disso, algumas
fibras empaladas apresentaram aumento imensuravel na freqiiéncia de pptm, tendo sido
este fato ja observado e relatado, embora nio explicado, por RODRIGUES-SIMIONI et al.
(1983). Finalmente, reforcam-se os dados da literatura para a agao pré-sinaptica do Mn®, e
também sobre o seu papel andlogo ao Ca”", competindo com este ion pelos mesmos sitios,
seja na membrana do terminal nervoso ou em outro tipo de c€lula, como por exemplo, a

fibra muscular, como observado em nossas condi¢cdes experimentais.
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No capitulo 1 viu-se que o antiveneno crotoxinico foi eficiente em neutralizar
ambos os efeitos, neurotdxico e miotoxico, ao contrario da heparina que se mostrou
ineficiente em impedir a mionecrose induzida pela BthTX-I. Como harmonizar estes
resultados quando a heparina tem sido relacionada a capacidade neutralizadora dos efeitos

miotdxicos de venenos botropicos?

Tem sido proposto um mecanismo para a acdo da heparina contra o efeito
miotoxico de venenos botrdpicos, incluindo-se o veneno de B. jararacussu e a BthTX-I,
que envolveria uma interagdo (bio)quimica acido-basica (MELO & SUAREZ-KURTZ,
1988a; MELO & SUAREZ-KURTZ, 1988b; MELO et al., 1993; LOMONTE et al., 1994a;
LOMONTE et al., 1994b).

Neste estudo, é sugerido um segundo mecanismo para a heparina, decorrente de
um inédito efeito facilitador observado em preparagdes nervo frénico-diafragma de
camundongos. E tentador associar este efeito como sendo decorrente da solubilizagio de
acetilcolinesterases especificas na regido da placa terminal, conforme relatado por alguns
autores (TORRES & INESTROSA, 1983; TORRES & INESTROSA, 1985; BRANDAN &
INESTROSA, 1984; BRANDAN et al., 1985), resultando em acumulo de neurotransmissor

na regido sinaptica, o que explicaria a facilitagdo.

No presente trabalho, a hipétese para a baixa eficiéncia da heparina sobre o
efeito miotéxico da toxina seria a de uma interagdo inespecifica do complexo toxina-
heparina ja formado, com proteinas presentes na membrana da fibra muscular, envolvidas
na extrusio de Ca’* intracelular. Esta interagfio romperia a homeostase de Ca®* intracelular
(RICHTER & KASS, 1991), uma vez que ndo mais conseguiria expelir o Ca®" intracelular.
Isto levaria ao seu acimulo e finalmente & mionecrose. Esta sugestdo baseia-se no fato de
que a propria heparina exibe elevado peso molecular e que, ao formar um complexo com a
BthTX-I, tornar-se-ia incapaz de atravessar a membrana. Assim, a a¢do miotoxica da
BthTX-I em presenga da heparina ocorreria por inativacdo de proteinas presentes na

membrana, como por exemplo o trocador Na/Ca®".
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A existéncia de proteinas de membranas, seja no terminal nervoso, seja no
musculo esquelético tem sido extensivamente estudada. Sob condi¢des de repouso,
aproximadamente 80% do Ca®* é armazenado no reticulo sarcoplasmatico via Ca -
ATPase. Os outros 20% de Ca’" sdo expelidos do citossol para o espago extracelular por
duas classes de proteinas transportadoras presentes no sarcolema: a Ca’*-ATPase ¢ o
trocador Na"/Ca”". A este tltimo tem sido atribuido o mecanismo dominante de extrusdo do
Ca’* para o espago extracelular (YASHAR, FRANSUA, FRISHMAN, 1998). Embora o
trocador Na'/Ca”" tenha sido mais estudado na célula muscular cardiaca, onde tem papel
central na regulacdao da concentragio de Ca®" mioplasmico livre, ele também esta presente
na célula muscular esquelética (BALNAVE & ALLEN, 1998). Ha troca de trés Na’
extracelulares (que entram na célula) pela remo¢do de um Ca”" intracelular (que sai da
célula). Ao contrario, em seu modo reverso, um Ca®" entra na célula e trés Na* sdo
expelidos (DONOSO & HIDALGO, 1989). Este trocador também esta presente na
membrana mitocondrial. O influxo de Ca®* mitocondrial ¢ mediado pelo Ca®* uniporter
(proteina carreadora que transporta um tnico soluto de um lado da membrana para o outro);
o efluxo é promovido pelo Ca>"/2H" e trocador Na'/Ca** (KOWALTOWSKI, 2000).

Embora as sugestdes apontadas permane¢am no campo das hipoteses, o(s)
mecanismo(s) pelo(s) qual(s) a heparina exerce seu efeito, seja bio(quimico). seja
farmacol6gico, ou ambos, precisa(m) ser comprovado(s). Muitos estudos recentes tém sido
realizados com a heparina, mostrando alguns deles, o seu papel propiciador da angiogénese
(NORRBY, 1993). Em geral, os efeitos locais dos venenos ofidicos hemorragicos
associados aos efeitos mioliticos causados por componentes protéicos especificos contidos
no veneno sio muito graves € de complicada solugdo. Estudos tém demonstrado o papel da
heparina como co-fator critico do fator de crescimento dos fibroblastos, células importantes
na angiogénese e iniimeros fendmenos regenerativos. Alids, o fator de crescimento dos
fibroblastos é um membro da familia de polipeptideos do fator de crescimento dos
fibroblastos (ligada a heparina) e é um mitégeno potente para uma variedade de células
mesenquimais (de onde originam-se as células musculares esqueléticas) e
neuroectodérmicas (de onde originam-se os elementos do tecido nervoso), in vitro
(BURGESS & MACIAG, 1989). A heparina por si s6 ndo representa um fator mitogénico,

porém protege o fator de crescimento dos fibroblastos contra os efeitos deletérios do
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aquecimento e inativagdo proteolitica. E possivel que um papel multifatorial esteja por tras
dos efeitos neuromusculares protetores contra a neurotoxicidade e miotoxicidade da

BthTX-I.

No capitulo 2 os resultados obtidos mostraram claramente a eficiéncia de ions
Mn’* em impedir a agdo neurobloqueadora da BthTX-I. Estes resultados, aliados a outros
dados observados (com 3,4-DAP, estroncio, célcio, dantrolene € d-Tc), apontaram para
uma acédo desta miotoxina sobre a membrana plasmatica da fibra muscular, talvez sobre as
proteinas ali presentes, tais como canais de célcio e (ou) o trocador Na'/Ca>*. A questio é:
de que forma o Mn’*, cuja agio é predominantemente pré-sindptica, impediria a agdo

neurobloqueadora da BthTX-1, se se assumir para esta uma a¢do pds-sinaptica?

Na tentativa de responder a esta questdo, recorreu-se a técnica eletrofisiologica,
no capitulo 3. Surpreendentemente, uma concentragdo menor de BthTX-I (5 pg/ml), nunca
antes utilizada por outros autores (RODRIGUES-SIMIONI et al., 1983, HELUANY et al.,
1992) e também ndo capaz de alterar o potencial da membrana em repouso, revelou uma
populagdo de pptm com amplitude de cerca de duas a trés vezes maiores que Os pptm
predominantes nas condi¢des-controle. Estes pptm predominantes correspondem a uma
grande populagdo e consiste de pequenos potenciais homogéneos com um rapido “time-to-
peak®. A outra, menos numerosa € mais heterogénea, consiste de uma grande amplitude e
longo “time-to-peak” mas também de um numero de potenciais pequenos € de lenta
liberagdo (SELLIN et al., 1996). Baseado nestes autores, assumiu-se aqueles potenciais
com amplitude excedendo duas vezes os valores modais como sendo pptm gigantes, sem
qualquer pretensdo de se discutir sobre a natureza de tais potenciais, que tem sido
profundamente estudada desde 1957 por KATZ & THESLEFF e também por outros
(HEUSER, 1974; KRIEBEL, VAUTRIN, HOLSAPPLE, 1990; MOLGO et al., 1990;
WILSON et al., 1995; SELLIN et al., 1996; VAUTRIN & KRIEBEL, 1997), através de

técnicas apropriadas.

Discussdo
139



Quando concentragdes maiores de BthTX-I (10 pg/ml) foram utilizadas
observou-se uma agdo despolarizante desta toxina sobre a membrana da fibra muscular.
Além disso, em algumas fibras houve um aumento imensuravel de pptm, também relatado,
mas ndo explicado, por RODRIGUES-SIMIONI et al. (1983). Quer-se agora resgatar
esses dados e associd-los a uma possivel agdo pré-sinaptica da BthTX-I, baseados nos

resultados obtidos com concentragdes menores de BthTX-I.

Outro fato interessante ocorre com o proprio Mn’*. O pré-tratamento de
preparagdes com Mn’* seguidos da adi¢do da toxina, preveniram a agdo despolarizante
desta, além de anteciparem o efeito de disparo de pptm que ocorria aos 120 min, com o
Mn®" sozinho. Este resultado corrobora aqueles obtidos da técnica miografica. Acredita-se
que jons metalicos liguem-se a regides ligantes do calcio, no poro dos canais ionicos,
prevenindo a passagem de Ca®* (NACHSHEN, 1984). Mn®*" é um ion que se assemelha
quimicamente ao Mg (WILLIAMS, 1970) e por isso tem sido substituido com muito
sucesso pelo Mg®" em alguns estudos biolégicos com sistemas purificados (MILDVAN &
COHN, 1970). Entretanto, ele se assemelha mais ao Ca’* que ao Mg”* em sistemas como a
célula total (TOISTER & LOYTER, 1973), mitocdndria (MELA & CHANCE, 1968) ou
fatores de coagulagio (LEWIS, FREYSSINET, HOLBROOK, 1978). Assim, seu
movimento dentro e fora das células é similar ao do Ca’*, competindo com o mesmo;
segundo, protege as células contra as alteragdes da membrana plasmatica, mediadas por
virus (IMPRAIM, MICKLEM, PASTERNAK, 1979) e terceiro, virtualmente todo o Mn**
que entra na célula se liga a proteinas (GETZ er al., 1979).

Tomando todos esses dados em conjunto aos resultados aqui obtidos, pode-se
ressaltar um novo papel ao Mn’" no tocante a jun¢dio neuromuscular. Este ion teria uma
acdo sobre o sarcolema extrajuncional (além da agdio ja conhecida sobre o terminal

nervoso), especificamente sobre as fibras musculares do diafragma de camundongo.

A BthTX-I exerceria seus efeitos neuro € miotéxico por um complexo
mecanismo. Dos estudos com antivenenos (comercial e especifico) pdde-se observar uma
maior eficiéncia do antiveneno especifico sobre ambas as atividades da toxina (OSHIMA-

FRANCO et al, 2000). Dos resultados com a heparina (OSHIMA-FRANCO et al., 2001)
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sugeriu-se que tais atividades pudessem estar dissociadas, uma vez que a atividade
neurotoxica induzida pela BthTX-I foi eficientemente impedida pela heparina, mas ndo a
sua miotoxicidade. Entretanto, dos resultados com Mn** e BthTX-I, um novo mecanismo
de acdo toxica para a BthTX-I pode ser delineado, sendo este precocemente desencadeado
no terminal nervoso, especificamente sobre os canais de cdlcio. Pode-se, ainda, reforgar
sobre 0 antagonismo existente entre Mn*" e Ca®", ndo apenas no terminal nervoso, mas

também em outro tipo de membrana, como o sarcolema extrajuncional.

Como suporte a estes achados VITAL BRAZIL, em 1903, demonstrou que o
soro anticrotdlico era muito mais ativo que o antibotrépico sobre a pegonha da B.
jararacussu e que o acidente causado por esta serpente se assemelhava ao acidente
crotalico, que foi corroborado com este trabalho com antiveneno crotoxinico produzido em
coelhos (OSHIMA-FRANCO et al., 2001). Acredita-se que os resultados obtidos através do
estudo com a BthTX-I, a principal toxina presente no veneno bruto de B. jararacussu,
expliquem tanto os sintomas clinicos citados por VITAL BRASIL (1903), VITAL BRASIL
(1911), como também os “bursts” na freqiiéncia de pptm descritos por RODRIGUES-
SIMIONI et al. (1983). Finalmente, pode-se concluir que o efeito neurobloqueador da
BthTX-I € desencadeado pela atividade pré-sindptica da toxina, embora o efeito toxico
predominante seja, de fato, a sua agdo miotoxica sobre membranas, até porque venenos de
serpentes sdo constituidos por uma mistura complexa de proteinas e induzem efeitos locais

importantes.

Quer-se propor, assim, sob as condi¢des experimentais utilizadas, um
mecanismo para esta toxina sobre os canais de célcio, presentes tanto no terminal nervoso

como no sarcolema, conforme ilustrado a seguir, numa representacdo idealizada da JNM.
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Fig. 23 — Sitios de ligacdo da BthTX-I, uma proposta do mecanismo de agio.

1) Uma agdo primdria sobre o terminal nervoso (eficientemente bloqueado pelo

Mn®", pela heparina e pelo antiveneno crotoxinico);

2) Uma agdo sobre o sarcolema via proteinas presentes na membrana,
especialmente os canais de célcio (sobre o trocador Na'/Ca®", ndo comprovado), e
eficientemente  bloqueado pelo Mn®>*  (confirmado pelas técnicas miografica e
eletrofisiolégica), pelo antiveneno crotoxinico e ndo pela heparina (na concentragdo

utilizada, tanto do veneno quanto da heparina).
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Este estudo atingiu aos objetivos propostos, quais sejam:

1) Avangar no conhecimento do mecanismo de agdo da BthTX-I:

Fortes evidéncias foram apresentadas de que a BthTX-I age sobre membranas,
tanto do terminal nervoso (axolema) quanto da fibra muscular esquelética (sarcolema), via

canais de calcio.

2) Investigar sobre o espectro de agéo do antiveneno crotoxinico e da heparina

sobre as atividades neurotdxica e miotéxica da BthTX-I:

O antiveneno crotoxinico revelou-se muito eficiente em se contrapor as
atividades neurotoxica e miotoxica da BthTX-1. A prética clinica de se associar antiveneno
crotalico com antiveneno botrépico deve ser incentivada, nos acidentes causados por esta

serpente.

A heparina protegeu contra a atividade neurotoxica (mas nio a miotoxica) da
BthTX-I. O efeito facilitador da heparina, primeiramente relatado neste estudo, pode ser
atribuido a uma agdo anticolinesterasica desta substéncia, na juncao neuromuscular. Sua
utilizagdo clinica nos acidentes causados por esta serpente deve ser evitada, até que se

esclareca(m) o(s) motivo(s) da baixa eficiéncia contra a miotoxicidade desta toxina.
3) Utilizar uma nova abordagem no estudo da farmacologia da BthTX-I:

O estudo com o Mn®" trouxe ricas informagdes no tocante a jungdo
neuromuscular e 2 BthTX-1. Os resultados obtidos apontaram para novas a¢oes tanto para o
Mn’" (agdo pés-sindptica) como para a BthTX-I (acdo pré-sinaptica), valorizando a técnica

miografica pelas informagoes que fornece.
4) Utilizar a eletrofisiologia no estudo da farmacolo gia da BthTX-I:

Esta técnica comprovou os indicios oferecidos pela técnica miografica: a agdo

do MnZ* sobre o sarcolema extrajuncional (além de sua agdo sobre o terminal nervoso), e da
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BthTX-I sobre o terminal nervoso (além de sua agfo sobre o sarcolema extrajuncional),

ambos, via canais de calcio.

5) Investigar sobre o efeito protetor do Mn®" contra as atividades neurotoxica e
miotdxica da BthTX-I:

O Mn”", cuja principal agdo ¢ sobre o terminal nervoso, protegeu contra a
atividade neurotéxica da BthTX-I, porque esta toxina apresenta uma agdo precoce sobre o

terminal nervoso.

Este fon, por exercer um papel analogo ao calcio, e, portanto, agir na
manutencgdo da integridade da membrana, também protegeu contra a atividade miotoxica

da BthTX-1, sua principal agdo.
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A BthTX-I apresentou uma atividade sobre o axolema, antes de iniciar sua a¢ao
miotéxica sobre o sarcolema. Resta-nos investigar se a BthTX-I exerce as atividades
neurotéxica e miotdxica por diferentes mecanismos ou se o sitio desencadeador de um

efeito é 0 mesmo para 0 outro.
Este estudo pode ser complementado no seguinte:

a) com a BthTX-I: utilizar baixas concentragdes da toxina e obter os dados
complementares da técnica eletrofisiolégica, os potenciais de placa terminal e contetido
quéntico, pardmetros importantes & confirmag¢do de uma acao pré-sinaptica da toxina.
Realizar estudos especificos de ligagdo (“binding”) para confirmar diretamente o sitio de
ligagdo da BthTX-I.

b) com a heparina: utilizar concentragbes menores de heparina capaz de
impedir a agdo neurobloqueadora da BthTX-I (utilizar, em alguns protocolos, proporgdes
menores também da toxina) e avaliar qualitativa e quantitativamente, através da técnica
histolégica e morfométrica, o nivel de prote¢do contra a BthTX-I. Isto é necessario para
verificar se a falta de protecdo contra a agdo miotoxica da toxina foi devido a concentragdo

de heparina utilizada.

¢) com o Mn’": realizar analises histologicas dos protocolos utilizados com
preparagdes pré-tratadas com Mn®* seguidas da adicdo de BthTX-I, para a confirmagao da
protegdo exercida pelo manganeés.

Medir a quantidade de célcio intracelular (uso de marcadores fluorescentes,
Fura2, etc), nos protocolos com Mn?* e BthTX-1. Usar diacilglicerol (DAG) e inositol
trifosfato (IP;) para avaliar possiveis alteragdes na disponibilidade de compostos
energéticos intermedidrios para o desempenho da fibra.

Realizar ensaios experimentais de toxicidade com formula¢des farmacotécnicas
com este ion, para aplicagio topica em acidentes causados por serpentes com acao

proteolitica.
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Bothropstoxin-I (BthTX-I), the principal myotoxin of Bothrops jararacussu
venom, has myotoxic and neurotoxic activities. The ability of crotoxin antiserum and
heparin in preventing the myotoxic and neurotoxic effects of BthTX-I was investigated.
Mouse phrenic nerve-diaphragm preparations (PND) stimulated indirectly —with
supramaximal stimuli (0.2 ms, 0.1 Hz) were incubated with BthTX-I (20 pg/ml) alone or
with BthTX-I preincubated with antiserum or heparin for 30 min at 37°C prior to testing.
BthTX-I (20 pg/ml) produced 50% neuromuscular blockade in PND preparations in 31 + 4
min, with complete blockade occurring in 120 min. The antiserum and heparin significantly
prevented the neuromuscular blockade caused by BthTX-I (84 + 4% and 100% protection,
respectively). Histological examination of the muscles after a 120 min incubation showed
that BthTX-I damaged 48 + 6% of the fibers. Preincubating the toxin with antivenom
significantly reduced the extent of this damage (only 15 + 4% of fibers were affected, 70%
protection, P<0.01) whereas heparin offered no protection (34 * 7% of fibers affected,
P>0.05 compared to toxin alone). Thus the antivenom was more effective in neutralizing

the myotoxic effects of BthTX-I than was heparin.

The protective action of manganese (Mn®") against the neurotoxic activity of
BthTX-1 was studied in mouse PND preparations. Mn?* (0.9 mM and 1.8 mM) produced
rapid blockade (50% in <4 min) which was spontaneously reversible at the lower
concentration and produced a post-wash facilitatory effect. Pretreating preparations with
0.9 mM Mn®" prevented the blockade by BthTX-I, although the facilitatory effect seen with
Mn2* alone occurred after washing. When added after BthTX-I, Mn®" produced its
characteristic blockade and, after washing, the twitch tension returned to pre-Mn”" levels.
The use of d-tubocurarine (d-Tc, 4 pg/ml) showed that BthTX-I acted directly on muscle
cell membranes and not on nicotinic receptors. Unlike 3,4-diaminopyridine (3.4-DAP, 10
pg/ml), BthTX-I did not block K channels, nor did it affect Ca® release from the
sarcoplasmic reticulum such as seen with dantrolene (10 pM). While Mn’* may have an
possible action on the muscle fiber membrane, the mechanism whereby it protects against

neuromuscular blockade induced by BthTX-I remains unclear.
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Electrophysiological analysis was used to investigate the effects of BthTX-I
and the protective role of Mn’" at the neuromuscular junction in mouse PND preparations.
The membrane resting potential (RP), and the frequency and amplitude of miniature end-
plate potentials (mepps) were recorded from preparations treated with Tyrode solution
(control), Mn>* (0.9 mM), BthTX-I (5 ug/ml or 10 ug/ml) or Mn®" (0.9 mM, 30 min) before
addition of BthTX-I (5 pg/ml or 10 pg/ml). Manganese produced an immediate decrease
(P<0.05 compared to control) in the frequency of mepps followed by a drastic increase at
120 min (P<0.05 compared to control), with no change in the RP. BthTX-I (5 pg/ml)
increased the amplitude (but not frequency) by two-fold or more without affecting the RP.
In contrast, BthTX-I (10 pg/ml) produced a variable effect, with an increase in mepps
frequency in some fibers but not in others. In addition, progressive depolarization of the
fiber membrane (-49.5 + 3 mV after 60 min) resulted in the abolition of mepps. The results
obtained at low BthTX-I concentrations suggested an early presynaptic action for this toxin.
Preincubating preparations with Mn>" (0.9 mM, 30 min) followed by BthTX-I (10 pg/mi)
showed that Mn®* did in fact protect muscle fibers against damage by this toxin since the
RP at the end of the experiment was —72.5 + 6 mV. These results indicate an action of Mn**
on muscle fiber membranes, and reinforce the presynaptic action of this ion. Mn”" protected
against the neurotoxic and myotoxic acitivities of BthTX-I by first acting as a Ca™-
antagonist and afterwards as a Ca”*-analog. Overall, these findings indicate that BthTX-I

may act via Ca”" channels in membranes, the axolemmal or the sarcolemmal.
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