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RESUMO



Os efeitos miotoxicos dos venenos botrépicos sdo inguestiondveis pela exuberante
manifestaciio clinica e sdo extensivamente relatados na literatura. Ja os efeitos neurotéxicos
tém sido descritos sob condi¢es in vitro, em preparagdes neuromusculares, com pouca ou
nephuma evidéncia clinica. O objetivo do presente trabalho foi o de contribuir para o
conhecimento sobre a farmacologia da bothropstoxina-I (BthTX-1), o principal componente
do veneno de Bothrops jararacussu, em suas dimensdes pré- ¢ pos-sinapticas. Esta toxina
reproduz os mesmos efeitos in vitro do veneno bruto, quais sejam, bloqueio neuromuscular
e mionecrose. Como ferramenta farmacoldgica utilizou-se o fon manganés (Mn*"), capaz de
prevenir o efeito bloqueador da BthTX-I, mas nfio ainda investigado o seu efeito protetor
sobre a miotoxicidade da BthTX-I. Para isso foram utilizadas as preparacbes nervo
frénico-diafragma (NFD) e extensor digitorum longus (EDL) de camundongos. A
newrotoxicidade foi avaliada pelas técnicas miografica e eletrofisiologica, enquanto a
miotoxicidade pelas técnicas histologica (determinacfio da porcentagem das fibras lesadas e

determinac@o da 4rea transversal das fibras musculares) e bioquimica (determinagio da
creatinoquinase, CK).

Na aplicac@io da técnica miografica, as preparagbes foram incubadas com Mn™ (0,9 mM,
120 min) ou BthTX-I (1,4 uM, 120 min) ou pré-tratadas com Mn** (0,9 mM, 60min)
seguido da adigfio de BthTX-I (1,4 uM, 60 min) a 37°C, sempre nestas concentragdes. A
BthTX-I produziu 50% de bloqueio neuromuscular em 32,8 & 3,3 min (NFD, n=6) ¢ 32,9 +
3,2 min (EDL, n=11) com completo bloqueio ocorrendo aos 120 min. Mn®* (0,9 mM) em
preparagio NFD produziu um rapido bloqueic neuromuscular (50% em 3,3 + 0,2 min,
1=13) que foi espontaneamente revertido ao longo dos 120 min; em preparagdes EDL
ocorreu um bloqueio parcial mantido ao longo dos 120 min e apds a lavagem a amplitude
retornou 79,9 * 4,9% (n=19) em relacio a amplitude inicial. O pré-tratamento das
preparagdes com Mn’" preveniu significativamente (p<0,05) o blogueio neuromuscular
caracteristico induzido pela BthTX-I, o qual foi confirmado apés a lavagem, pelas
amplitudes obtidas de 97 £ 5,7% (NFD, n=7) ¢ 78,8 = 6,9% (EDL, n=11).

Preparagbes NFD de camundongo foram incubadas com solugo nutritiva de Tyrode
(controle) ou BthTX-I (0,35 uM) para o registro da fregiiéncia e amplitude dos potenciais
de placa terminal para a medida do conteddo quintico. A BthTX-I produziu um

significativo aumento do contetdo quintico (10-20 min) seguido de uma drastica
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diminuico a partir dos 30 min (p<0,05 comparado ao controle), sem alteracfo significativa

nos valores do potencial de membrana.

Na aplicacdo da técnica histologica obtiveram-se os seguintes achados, em relacfio aos dois
pardmetros avaliados (niimero de fibras lesadas ¢ medida da 4rea transversal das fibras,
respectivamente): BthTX-I, apés 120 min de mcubacfo, lesou 82 + 3,1% e a area
transversal obtida foi de 3.885 £ 141 pm® (NFD, n=11 ¢ 5 respectivamente) ¢ 68,5 + 2,9%
com 4rea transversal de 1.573,8 + 358 um® (EDL, n=6 e 5 respectivamente). O
pré-tratamento com Mn®" reduziu parcialmente a extensio do dano muscular, com protegio
de 40 % 4,5% (NFD, n=10), 39,7 + 2,9% (EDL, n=6) (p<0,05, comparado 2 toxina) e com
drea transversal preservada em 20 + 3,5% (NFD, n=5) ¢ 14,5 + 3,5% (EDL, n=5).

O pré-tratamento com Mn®" reduziu significativamente a liberacio de CK promovida pela
BthTX-1, de 1.261 + 113 U/L (n=20) para 94,5 = 17,5 U/L (o=17).

Resumidamente os principais achados deste trabalho foram: 1) por meio de pardmetros
eletrofisiologicos demonstrou ser pré-sinaptico o sitio de ac¢fio da BthTX-I, em baixas
concentragles, seguida pela sua caracteristica agfio miotdxica; 2) as preparagdes utilizadas
NFD e EDL apresentaram diferencas quanto & sensibilidade ao Mn®™ e & toxina; 3) Mn®*
protegeu completamente a neurotoxicidade e parcialmente a miotoxicidade da BthTX-L
Conclut-se que a BthTX-I ¢ uma miotoxina com agio pré-sindptica ¢ suas atividades
neurotoxica e miotéxica podem ser dissociadas, como demonstrado pelo uso do Mn™,

importante ferramenta farmacoldgica no estudo de venenos e toxinas.
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ABSTRACT



Various Bothrops snake venoms produce neuromuscular blockade in avian and mammalian
nerve-muscle preparations in vitro that is partly mediated by myotoxins. Bothropstoxin-1
(BthTX-I) is the principal myotoxin present in Bothrops jararacussu venom and
contributes to the neuromuscular blockade and myonecrosis caused by the venom in vitro.
In this work, we Investigated the ability of manganese (Mn*") to prevent the neuromuscular
blockade caused by BthTX-l in mouse phrenic nerve-diaphragm (PND) and extensor
digitorum longus (EDL) preparations. Conventional electrophysiological and myographic
techniques were used to study the neurotoxicity while myotoxicity was assessed based on
the release of creatine kinase (CK) and on histological analysis.

Initially, the preparations were incubated with Mn®" (0.9 mM, 120 min), BthTX-I (1.4 uM,
120 min), or with Mn®* (0.9 mM, 60 min) prior to BthTX-I (1.4 uM, 60 min). BthTX-I
produced 50% neuromuscular blockade in 32.8 = 3.3 min (PND, n=6) and 32.9 + 3.2 min
(EDL, n=11), with complete blockade by 120 min. In PND preparations, Mn®" alone
produced rapid neuromuscular blockade (50% in 3.3 + 0.2 min, n=13) that reverted
spontaneously during the following 120 min. In EDL preparations, the blockade by Mn®*
was only partial during the 120 min of incubation, with a recovery of 79.9 * 4.9% (r=19)
after washing. Pretreating the preparations with Mrn’* significantly (p<0.05) prevented the
blockade by BthTX-I, with recoveries of 97 + 5.7% (PND, n=7) and 78.8 + 6.9% (EDL,
w=11) after washing.

End-plate potentials were recorded in PND to determine the quantal content following
incubation with Tyrode solution (control) or BthTX-I (0.35 uM). BthTX-I significantly
increased the quantal content within 10-20 min followed by a marked decrease from 30 min
onwards (p<0.05 compared to the control); there was no significant change in the

membrane potential.

Incubation with BthTX-I for 120 min damaged 82 = 3.1% of the fibers in PND (n=11) and
68.5 + 2.9% of the fibers in EDL (n=6). Pretreatment with Mn™* reduced the extent of
muscle damage to 40 £ 4.5% (PND, n=10) and 39.7 = 2.9% (EDL, n=6) {p<0.05, compared
to BthTX-1 alone). BthTX-I increased the cross-sectional area of PND and EDL muscle
fibers from 1,887 % 93.2 um® (=5) and 940 = 37 pm’ (n=5) to 3,885 = 141 pum’ (n=5) and
1,574 + 58 pm?® (#=5) in PND and EDL, respectively. This increase in area was attenuated
by 20 = 3.5% (PND, n=5) and 14.5 + 3.5% (EDL, n=5) when the preparations were
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pretreated with Mn™". BthTX-I significantly increased the release of CK by EDL from 52.3

+4.2 U/L to 1,261 £ 113 U/L (n=20), whereas after pretreatment with Mn?* the CK release
in the presence of BthTX-I was only 94.5 + 17.5 U/L (p=17).

Based on these results, we conclude that BthTX-1 has a presynaptic action and that its

neurotoxic and myotoxic activities can be dissociated by using Mn*".
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1.1- DADOS EPIDEMIOLOGICOS

A incidéncia € o nimero de mortes por picada de serpente, no mundo todo, sfo
desconhecidos. No Brasil, das notificagBes de acidentes ofidicos (janeiro de 1990 a
dezembro de 1993) informando o género a que a serpente pertencia, 90,5% eram do género
Bothrops; 1,7% Crotalus; 1,4% Lachesis € 0,4% Micrurus (ARAUJO et al., 2003).

1.2-ESPECIES PECONHENTAS DA FAUNA BRASILEIRA

Ha, atualmente, cerca de 2.900 espécies de serpentes no mundo, distribuidas em
465 géneros e 20 familias. No Brasil, h4 representantes de nove familias, 75 géneros e 321
espécies, ou seja, cerca de 10% do total de espécies (FRANCO, 2003).

De todo esse elenco, as serpentes pegonhentas existentes no Brasil pertencem a
duas familias, Elapidae e Viperidae (subfamilia Crotalinae). O unico género da familia
Elapidae, no Brasil, é o Micrurus, cujas espécies sio conhecidas popularmente por corais
(MELGAREIJO, 2003). '

Os viperideos representam o mais importante grupo de serpentes para a satde
piblica, pois sdo responsaveis pela maioria e os mais graves acidentes ofidicos registrados,
ndo s6 no Brasil, mas também em outros paises americanos. Os representantes da
subfamilia Crotalinae pertencem aos géneros Crotalus, Lachesis e Bothrops
(MELGAREJO, 2003).

1.3-MICTOXINAS
MEBS e OWNBY ({1990) definem miotoxicidade como uma agfio especifica do

veneno sobre o musculo esquelético, causado por substincias denominadas miotoxinas, que
exercem, portanto, uma agfo direta e especifica sobre o musculo esquelético, levando a
degeneracio e morte celular (mionecrose). Essa agfio direta diferencia as miotoxinas de
outros componentes tOxicos, como as hemorraginas, que podem, indiretamente, destruir o
misculo esquelético ¢ outros tecidos. Uma “verdadeira™ miotoxina niic destréi terminais
nervosos, c€lulas satélites, vasos sangiiineos ou tecido conjuntivo. Encontram-se
amplamente distribuidas nos venenos de serpentes (MEBS et al., 1983).
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Sua classificacfio abrange de dois a quatro grupos, de acordo com os diferentes
pesquisadores. OWNBY (1990) e MEBS ¢ OWNBY (1990) dividem-nas em dois grupos
principais: (1) pequenas miotoxinas ¢ (2) miotoxinas fosfolipasicas. HARRIS e CULLEN
(1990} incluiram os mesmos grupos ¢ adicionaram um outro, formado pelas (3)
cardiotoxinas. GUTIERREZ ¢ CERDAS (1984) descreveram um quarto grupo, as (4)
toxinas hemorragicas, que podem danificar as fibras musculares esqueléticas,

indiretamente, provavelmente por isquemia (Tabela 1).

Existem varios métodos para avaliagio da atividade miotoxica de venenos e
toxinas, tanto in vivo como in vitro. Entre eles, a analise histolégica de tecido muscular
injetado € indubitavelmente o método de referéncia e pode ser feito quantitativamente
(OWNBY et al, 1982; KOUYOUMDIIAN et al, 1986; OWNBY ¢ COLBERG, 1988;
PRESTON et al., 1990; McLOON et al., 1991). Como alternativa, métodos baseados na
medida de indicadores bioquimicos do dano muscular tém sido utilizados. Tais métodos
incluem a quantificagfio de enzimas intracelulares especificas, liberadas apds injaria celular,
pelo aumento de sua atividade no plasma (soro) ou pela diminuicio do contetdo
intracelular no tecido muscular afetado. A determinagfio de CK tem sido fregiientemente
utilizada. Esta enzima ocorre em trés isoformas eletroforeticamente distintas: MM, MB e
BB, que sdo preferencial e respectivamente expressas nos misculos esquelético, cardiaco e
no sistema nervoso central (RAPHAEL, 1983).
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Tabeia 1-Classificaciio das miotoxinas

(OWNBY, 1990; MEBS ¢ OWNBY, 1990; HARRIS e CULLEN, 1990; GUTIERREZ e

CERDAS, 1984)

GRUPO CARATERISTICAS
Biésica, nfo-enzimética, cadeia tmica de peptideo com 42-45 a.a.
(1) Pequenas Ex.: crotamina (Crotalus durissus terrificus)
miotoxina a (Crotalus viridis viridis)
peptideo ¢ (Crotalus viridis hellen)
(2) Fosfolipasicas

2. neurotdxicas

b. ndo-neurotoxicas

bl. com atividade enzimatica

b2. sem atividade enzimatica

Bésica, cadeia tnica (~120 a.a.) ou complexada a proteinas com
atividades neuroidxica e fosfolipdsica.
Ex.: notexina (Notechis scutatus scutatus)

taipoxina (Cxyuranus scutellatus)

crotoxina {Crotalus durissus terrificus)

Bisica, cadeia tnica (~120 a.a)) ou proteinas diméricas com
estrutura fosfolipasica.
Asp-49 PLA,
Ex.: miotoxina 1 (Bothrops asper)
Lys-49 {ou outra varianie) PLA,
Ex.: miotoxina I (Bothrops mummifer e Agkistrodon
confortrix Iaticincius)
BihTX (Bothrops jararacussu)
miotoxina Il (Bothrops asper)
proteinas basicas I e I (Trimeresurus flavoviridis)
amoditina L (Vipera ammodytes)

{3) Cardiotoxinas

Bésica, nfio-enzimatica, cadeia éinica de proteinas com ~60 a.a,

Ex.: toxina gama (Naja nigricollis)

{4) Toxinas hemorrigicas

Atuam por mecanismos indiretos, talvez por isquemia.
Ex.: toxina b (Crotalus atrox)

viriditoxina {Crotalus viridis viridis)
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1.4-GENERO BOTHROPS

O género Bothrops apresenta 32 espécies e subespécies que estdo distribuidas
nas Americas, desde o México até a Argentina (HOGE ¢ ROMANO-HOGE, 1978; HOGE
e ROMANO, 1972).

Essas serpentes habitam principalmente zonas rurais e periferias de grandes
cidades, preferindo ambientes dmidos como matas e 4reas cultivadas e locais onde haja
facilidade para proliferagdo de roedores (paiéis, celeiros, dep6sitos de lenha). Tém habitos
predominantemente noturnos ou crepusculares. Podem apresentar comportamento agressivo
quando se sentem ameagadas, desferindo botes sem produzir ruido. SZo conhecidas
popularmente por ‘jararaca’, “Jararacugu’, ‘urutu-cruzeiro’, ‘cotiara’,
‘jararaca-do-rabo-branco’, ‘malha- de-sapo’, ‘patrona’, ‘surucucurana’, ‘combéia’,
‘caigara’, e outras demominagBes. Destas, a ‘jararaca’ & responsavel pela maioria dos
acidentes ofidicos no sudoeste do Brasil (MELGAREJIO, 2003).

Diversos componentes isolados de venenos botrépicos, como fator hemorragico
(MANDELBAUM et al, 1976, 1984), proteases, que atuam em etapas da coagulagfio
sangiiinea causando distirbios de coagulagio (NAHAS et al., 1979; HOFMANN e BON,
1987), enzimas proteoliticas (ASSAKURA et al, 1985; TANIZAKI et al, 1989) e
miotoxinas (GUTIERREZ et al., 1984, 1989; HOMSI-BRANDEBURGO et al, 1988;
MOURA-DA-SILVA et al, 1991) séo responsaveis pelos sintomas clinicos exibidos no

envenenamento botrdpico.

De uma maneira geral, o quadro clinico dos pacientes picados por serpentes do
género Bothrops consiste, sobretudo, de distirbios da coagulagdo, hemorragias, edema e
necrose local (HOMMA e TU, 1971; ROSENFELD, 1971). As principais causas de 6bito
estdo relacionadas & insuficiéncia renal aguda, sangramento em orgdos vitais e choque
(AMARAL et al., 1986; KOUYOUMDIJIAN et al, 1991).
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1.4.1-Bothrops jararacussu {Bjssu)

A Bothrops jararacussu € uma serpente de grande porte, podendo atingir até
2,20 m de comprimento. Possui cabega grande, negra, triangular e com estrias amarelas
pos-oculares, ostentando no dorso colorido de tom aveludado, em que o negro contrasta

com o amarelo-dourado (Figura 1).

1

Figura 1-A serpente Bothrops jararacussu

! hitp://www.gifte.de/bothrops_jararacussu_bild02.htm
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A Bjssu esta distribuida geograficamente em quase todo o territério
sul-americano: Bolivia, Paraguai, Uruguai, Argentina e¢ no Brasil principalmente nas
regies Sul ¢ Sudeste (MELGAREJO, 2003) (Figura 2).

Figura 2-Distribuicio geografica da serpente Bothrops jararacussu no BrasiP

? http://www.proto.ufsc.br/manualpeconhentos pdf
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O veneno da serpente Bjssu tem sido estudado desde 1909 por BRAZIL e
RANGEL PESTANA. BRAZIL (1911) descreveu que os sinais e sintomas exibidos no
envenenamento causado pela Bjssu assemelhavam-se, em parte, aos observados no acidente
crotalico. O veneno demonstrava intensa atividade coagulante e discreta agdio proteolitica,

quando comnparado 2 atividade de outras espécies do género Bothrops.

Essas observagdes nortearam, de certo modo, pesquisas subseglientes realizadas
por outros autores, como GONCALVES (1956), que descreveu que o venenc da Bjssu
continha um peptidio “crotamina-like” ¢ VITAL BRAZIL, em 1966, que verificou ter a
peconha a propriedade de inibir a contratura causada pela ACh, no diafragma desnervado

de rato, de forma semelfhante a crotoxina.

O estudo do modo de agfio dos venenos ofidicos sofreu grande progresso, pelo
emprego de variados métodos e técnicas de investigagiio farmacol6gica, como também pela
separagfo dos constituintes das peconhas em estado de pureza. No que se refere a este
dltimo item, 0s venenos botropicos das espécies brasileiras, de um modo geral, foram
pouco estudados em seus componentes isolados. O veneno da Bjssu, em particular, foi-
fracionado pela primeira vez por VIDAL e STOPPANI, em 1971, que dele isolaram duas
fosfolipases A..

Utilizando a preparagdo nervo-misculo cufaneous pecioris de 14,
RODRIGUES-SIMIONI et al. (1983) observaram que o veneno rapidamente inibia a
contragdo muscular, evocada direta ou indiretamente pelo nervo motor, e abolia o potencial
de acfio composto do misculo ¢ do nervo. O veneno foi fracionado e a fracfio
principal - “pool IV” — reproduziu, na preparacfio isolada utilizada, a maioria dos efeitos da
peconha.

QUEIROZ et al. (1984) estudaram os efeitos locais do veneno de Bijssu, apds
inje¢do em muisculo tibial anterior de camundongo e observaram sinais de necrose na fibra
muscular seguido de alteragdes vasculares e trombose. A recuperacio da fibra muscular se
dava de forma deficiente, resultando, 3s vezes, em seqiiela permanente. AMARAL et al.

(1985), por sua vez, detectaram necrose do cértex renal em individuos picados por Bjssu.
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Pesquisas sobre peconhas tém surgido tanto no campo da biologia molecular,
quanto da celular, por serem proteinas mediadoras de muitos processos patoldgicos.
Concomitantemente, a tecnologia do DNA permite um acesso rapido aos genes que
controlam estes processos. Nesta linha, MOURA-DA-SILVA et al (1995) segiienciaram o
cDNA para uma PLA; de Bjssu e, por anslise comparativa de seqiiéncias, sugeriram que as
PLA; do grupo II evoluiram por duplica¢io genética.

ZAGANELLI et al. (1996) descreveram os resultados da purificaciio e
caracterizago de uma serina proteinase de Bjssu, que demonstrou possuir atividades
amidase e fibrinogénio-coagulante.

Para melbor entender a gravidade do acidente causado por Bjssu, MILANI
JUNIOR et al. (1997) fizeram um estudo clinico-patolégico em 29 casos, atendidos num
periodo de 20 anos, em dois hospitais do Estado de S@o Paulo. Foram encontrados sinais de
necrose local, abscessos, coagulopatia, choque, necrose tubular renal e morte.

Um novo fator de coagulagio do veneno de Bjssu foi descrito por
ANDRIAO-ESCARSO et al. (1997), o qual permitiu a estabilidade do codgulo quando
produzido em presenca de aprotinina, um inibidor da sintese de calicreina-cinina,
proporcionando futuras aplicagdes na produgio de adesivo de fibrina.

ANDRIAO-ESCARSO et al. (1999) também descreveram sobre o isolamento e
a caracterizagdo parcial de uma serina protease com atividade arginina éster hidrolase do
veneno de Bjssu, a qual induziu contracSes uterinas em ratas.

A neutralizagfio cruzada do veneno de Bjssu por antivenenos heterélogos foi
estudada por DE ROODT et al. (1999). Em experimentos pré-incubados com antivenenos
heter6logos, os mesmos neutralizaram as atividades biolégica ¢ téxica do veneno de Bjssu.
Este resultado sugeriu a possibilidade de se utilizar antivenenos antibotrépicos heterdlogos
para o tratamento de picadas por serpente Bissu.

Os toxinologistas a' partir de entfio, voltaram a atengfio ao estudo do veneno
bruto, principalmente da serpente B. jararacussu, o que poderd ser comprovado pelas
intimeras publicagSes descritas a seguir, neste breve apanhado histérico.

PEREIRA-BITTENCOURT et al. (1999) investigaram o efeito de uma lecitina
do veneno de Bissu (BJcuL) na proliferacio de célula tumoral. Os autores sugeriram que a

Bleul. foi efetiva em inibir o crescimento celular em algumas linhagens de célula
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cancerigena. Nessa mesma linha, DE CARVALHO et al. (2001) sugeriram que a Blcul
seria uma interessante ferramenta para combater a progressio tumoral e o crescimento de
célula endotelial.

BONFIM et al. {2001) isolaram e caracterizaram uma PLA, basica do veneno
de Bjssu, denominada Bj IV, homologa as miotoxinas basicas PLA, D49. Os autores
verificaram que a presenca de proteinas crotapotina-like capazes de inibir a atividade
catalitica de PLA; D49 poderiam, em parte, explicar a baixa atividade fosfolipasica dos

venenos botrépicos.

Os efettos renais produzidos pelo veneno de Bjssu e a fingfio da PLA; e do
fator de agregacfio plaguetdria foram estudados por HAVT et al. (2001). Os autores
sugeritam que as alteragSes na taxa de filtragdo glomerular, fluxo urinrio e porcentagem
de potéssio tubular foram provavelmente mediados pelo fator de ativagio plaquetiria. A
dexametasona ndo bloqueou os efeitos renais, e os autores sugeriram que poderia ser devido
& concentragdo utilizada ou os efeitos renais foram promovidos pela miotoxina, a qual ndo
tem atividade PLA,.

Apesar de ser sabido que o veneno de Bjssu produz sintomas locais severos nas
vitimas envenenadas, tais como hemorragia, edema ¢ mionecrose, TEIBLER et al. (2001)
estudaram a regeneracio muscular apds mionecrose induzida pelo veneno de Bjssu em
musculo gastrocnémio de camundongo. Os autores confirmaram a severa mionecrose do
veneno de Bissu e verificaram que a recuperagdio das fibras musculares era parcial, ¢ que
poderia ser interpretado como uma seqiiela funcional para o misculo injuriado, justificando

a gravidade dos sintomas locais.

Continuando os estudos com Blcul, DE CARVALHO et al. (2002)
caracterizaram a sua estrutura primaria sugerindo que esta, assim comé as lecitinas de
outros venenos de serpente, possufa estrutura similar ao dominio de reconhecimento de
carbohidrato de uma lecitina animal, célcio-dependente, pertencentes & familia lecitina
ligante C-tipo beta-galactosideo.

O efeito da heparina e do antiveneno polivalente foi estudado por
CALIL-ELIAS et al (2002a) sobre o dano muscular esquelético em camundongos

produzido pelo veneno de Bjssu. Eles verificaram que a heparina diminuia a atividade
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proteolitica do veneno, mas nfio afetava a atividade fosfolipasica. Entretanto o antiveneno
polivalente antagonizou ambas as atividades. J4 a heparina associada ac antiveneno
polivalente demonstrou atividade antimiotoxica de acordo com os niveis de CK plasmatico

observados.

O efeito da dose ¢ do volume na injec8o perimuscular do veneno de Bjssu sobre
a mionecrose de musculos esqueléticos foi estudada em camundongos também por
CALIL-ELIAS et al. (2002b). Os autores verificaram que altas doses e volumes
aumentavam significativamente os niveis de CK plasmético, enquanto histologicamente

observou-se completa degeneracio das fibras musculares.

DE SOUZA QUEIROZ et al. (2002) verificaram que o veneno de Bjssu induzia
lesbes locais agudas em tecido nervoso de camundongo, possivelmente agindo diretamente
em fosfolipidios da bainha de mielina promovendo sério dano axonal.

A segiiéncia completa de nucleotideo de um precursor do fator de crescimento
nervoso do veneno de Bjssu (Bj-NGF) foi determinado pelo seqgiienciamento de DNA de
um clone de cDNA preparado de poly(A) + RNA da glindula venenosa da Bjssu por
KASHIMA et al. (2002). Segundo os autores, a estrutura tridimensional do Bj-NGF foi
baseada na estrutural cristal do NGF humano.

Um caso clinico foi relatado por BENVENUTI et al. (2003), em que o
individuo picado pela serpente Bjssu na regifio do tornozelo apresentou hemorragia
pulmonar culminando em morte rapida, provavelmente devido a inoculagiio intravenosa do

veneno, explicando o inicio brusco do transtorno da coagulagio, hemorragia e Gbito.

KETELHUT et al. (2003) isolaram, caracterizaram e estudaram a atividade
biologica de  quatro isoformas de PLA,; é4cidas do veneno de Bjssu designadas SIIISPIIA,
SHISPIB, SIISPHIA e SHISPUIB. As trés primeiras demonstraram atividade
anticoagulante, mas nfio atividade hemolitica indireta. Ao contrério, a SIISPIIIB ndo
reveléu atividade anticoagulante, mas apresentou atividade hemolitica indireta e a

SHISPIB também inibiu a agregacfo plaquetaria.

Estudos com a BJcul continuaram sendo realizadas por KASSAB et al. (2004),
que descreveram a clonagem, expressdo e analise estrutural da BJcul recombinante, uma
lecitina ligante a lactose pertencente ao grupo VII da lecitina animal do tipo-C.
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MAZZI et al. (2004) isolaram e caracterizaram bioquimicamente uma nova
metaloprotease hemorragica de alto peso molecular do veneno de Bjssu que pode ter um
papel relevante na hemorragia local e sistémica que caracteriza envenenamentos

botrépicos.

Recentemente ROBERTO et al (2004a, b) investigaram a clonagem e
identificacdo de um completo cDNA codificado por uma PLA, &4cida antitumoral e
bactericida e de uma PLA; 4cida inibidora da agregacfio plaquetaria do veneno de Bjssu.

Este breve historico ressalta a importancia dos acidentes causados por esta serpente.

1.4.2-Bothropstoxina-I (BthTX-I)

O veneno bruto de Bjssu foi fracionado através de filtracdo em gel em
Sephadex G-50, por RODRIGUES-SIMIONI et al. (1983), obtendo-se, deste procedimento,
uma fracdio, “pool IV”, com atividade miotéxica, € equivalente a 30% do contetdo protéico
do veneno total. Esta subfragiio ativa (“pool IV™), constituida por dois polipeptidios
basicos, com peso molecular aproximadamente de 13.000, apresentava atividade hemolitica
indireta na presenga de ions Ca’*, baixa atividade PLA, sobre lecitina de ovo e nenhuma
atividade proteolitica. O “pool IV” mostrou-se ainda responsavel pela acdo bloqueadora do
potencial de agfio composto de nervo e misculo e das respostas musculares, tanto a
estimulos elétricos diretos, como indiretos. Os autores sugeriram, entiio, que a fracfo
possuia uma agfio ativa em membrana semelhante a das cardiotoxinas, toxinas presentes

nos venenos de algumas serpentes da familia Elapidae.

O venenoc de Bjssu foi purificado por HOMSI-BRANDEBURGO et al. (1988),
combinando filtragdio em gel Sephadex G-75 com cromatografia de troca idnica em SP-
Sephadex C-25. A fragdo isolada SySPy, correspondente 2 fragfo purificada relatada por
RODRIGUES-SIMIONI et al (1983) — “pool IV” — foi denominada bothropstoxina-I
(BthTX-I) por HOMSI-BRANDEBURGO et al. (1988). Ao contrario do veneno bruto, que,
além de miotdxico também afetava artérias e veias intramusculares podendo levar &
trombose, a BthTX-I foi considerada especificamente miotdxica. A fracdo SpySPry,
denominada bothropstoxina-II (BthTX-II) também exibia acfio miotéxica (GUTIERREZ
et al, 1991), cuja segii€ncia de aminoicidos foi posteriormente identificada (PEREIRA
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et al, 1998) e caracterizada como sendo uma Asp-49 PLA,, com baixa atividade

fosfolipasica sobre lecitina de ovo.

Em preparacBes musculares de camundongos e aves a BthTX-I causava
contratura, bloqueio das contragdes musculares, despolarizaciio e bloqueio do potencial de
acdo composto do miscule (HELUANY et al, 1992). Os autores verificaram que a
atividade bloqueadora da jungiio neuromuscular nfio envolvia a participacBio do receptor
nicotinico, nem a ativagéio do canal de Na* e sugeriram a ag¢do da toxina sobre os sitios de

ligagdo de Ca”* na membrana (sarcolema).

MELO et al. (1993) investigaram o antagonismo dos efeitos miotéxicos do
veneno de Bjssu e da BthTX-I por polidnions (heparina, dextran sulfato e condroitina
sulfato). A miotoxicidade foi estudada em camundongos, in vive e in vitro, pela
determinacdo enzimatica de creatinoquinase (CK) liberada, proteina presente nas linhas M
de células musculares intactas. Observaram que polidnions formavam complexos écido-
basicos com as miotoxinas basicas presentes em venenos botrépicos, neutralizando, desta
forma, sua miotoxicidade. O pico de liberagdo da CK, em camundongos, ocorria entre a
terceira ¢ a sexta hora apds a injeglio da toxina (DOS-SANTOS et al, 1992), ¢ era
acompanhado de hemoglobindria e intensa dor local.

CINTRA et al. (1993) descreveram a seqiiéncia completa de aminodacidos da
BthTX-], toxina que correspondia a 15% das proteinas do veneno total. Tratava-se de uma
proteina Lys-49, de estrutura homéloga 3 PLA,, constituida por uma unica cadeia
polipeptidica, com 121 residuos de aminoacidos e peso molecular de 13.720 e 7 pontes
dissulfeto.

ARNI et al. (1995) cristalizaram 2 miotoxina Lys-49 fosfolipasica BthTX-I.
Analises preliminares revelaram a presenca de quatro moléculas na unidade assimétrica, em

comparagio a miotoxina IT da B. asper, que contém duas moléculas nesta unidade.

O seqiienciamento do cédigo de ¢DNA da BthTX foi realizado por WARD
et al. (1995), com o objetivo de entender a afinidade estrutura/funcdo de dano & membrana,
causado pela subfamilia Lys-49 PLA;. Tal estudo confirmou ser a BthTX-I uma Lys-49 e,

em comparacio com a ja conhecida estrutura da miotoxina I da B, asper, demonstrou que
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os aminoacidos (a.a.) envolvidos na formagfo de uma nova estrutura dimérica na proteina

também foram conservados.

A fungio da  atividade fosfolipasica - foi  investigada  por
RODRIGUES-SIMIONI et al. (1995), em cultura de midcitos, sobre a agiio farmacologica
da BthTX-I. Os resultados demonstraram que a baixa atividade fosfolipasica da BthTX-I
nfo desempenhava papel relevante sobre o efeito blogueador da atividade contratil. Dos
estudos com dantrolene, droga que impede a liberagio de calcio do reticulo
sarcoplasmatico, os autores conclufram que os mecanismos ¢ (ou) “pools” de Ca**, que
podem ser antagonizados por este agente, n3o estariam ligados aos efeitos da BthTX-I

sobre a contracdo muscular.

As atividades enzimatica e bioldgica da BthTX-1 e da BthTX-II, fosfolipases A,
homologas, foram determinadas como sendo atividades dissociadas ou independentes
(LANDUCCI et al., 1998). Estes autores sugeriram que 2 hidrdlise de fosfolipidios pela
PLA; nfio seria essencial para a formagio de edema. |

DA SILVA GIOTTO et al. (1998) caracterizaram a alteracio conformacional
da BthTX.-1, cristalografica e espectroscopicamente, ¢ relacionaram a possivel relevincia na
transigio desta estrutura com uma atividade Ca**-independente de dano sobre membrana.

SPENCER et al. (1998) propuseram uma Unica etapa para a purificacio da
BthTX-I representando, principalmente, em um grande ganho de tempo. A pureza ¢ a
identidade foram comprovadas por SDS-PAGE que resultou em uma banda tnica, com
massa molecular de cerca de 14kDa e pelo seqiienciamento N-terminal com 05 ¢inco

primeiros residuos na seqiiéncia esperada S-L-F-E-L.

A capacidade neutralizante das atividades neurotéxica e miotdxica do veneno
de Bothrops jararacussu e BthTX-I, por meio da utilizacdo de soros comerciais -
antibotrépico ¢ anticrotalico e especificos (anti-B. jararacussu, anti-C. d. terrificus e
anti-crotoxina, produzidos em coelhos) - e heparina, foram estudadas por OSHIMA-
FRANCO et al. (2000, 2001 e 2002). Os autores apontaram a superioridade do soro
especifico anti-B. jararacussu em neutralizar os efeitos neurotéxico e miotdxico do veneno

brutc ¢ da BthTX-I, bem como a eficiéncia do antiveneno especifico anti-crotoxina
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{(AntiCrTX) e da heparina em neutralizar os efeitos neurotoxicos da BthTX-1. Contudo, a
heparina ndo foi eficiente em neutralizar completamente os efeitos miotéxicos da toxina.

A partir do ano 2000, vérios estudos enfocando a bioquimica da BthTX-I foram
acrescentados (ANDRIAO-ESCARSO et al, 2000; WARD et al., 2001; CINTRA et al,,
2001; CHIOATO et al,, 2002), trazendo uma rica contribuiciio cientifica para compreensio
desta toxina. DE OLIVEIRA et al. (2001a, b) ¢ RULLER et al. (2003), referiram ser a
BthTX-I uma Lys-49 PLA; homodimérica, com um tnico residuo Trp77 na interface do
dimero. A forma dimérica da BthTX-I pode ser dissociada em pH - 5,0 com a conseqiiente
exposicdo do residuo Trp77 ao solvente aquoso, confirmando que as interacdes
eletrostaticas foram importantes para manter a estabilidade da BthTX-I dimérica.
Verificaram, ainda, em estudos com lipossomos, que o dano & membrana foi facilitado
quando a BthTX-I encontrava-se em sua forma dimérica (DE OLIVEIRA et al, 2001a, b).

Recentemente, um sistema de expressdo genética para a BthTX-I foi descrito
por WARD et al. (2002), propondo um mecanismo de dano 4 membrana, por um modelo
independente de hidrélise, envolvendo uma interagio da regifio C-terminal da BthTX-I com
a membrana-alvo. A proposta foi corroborada por CHIOATO et al. (2002), que num outro
estudo dissociaram as duas atividades da BthTX-I, a miotoxica e a atividade de dano 2
membrana. Os autores propuseram que a regifio que inclui os residuos 115~ 119 interagiria
superficialmente com a interface da membrana e que os residuos da posicdo 125
parcialmente se inseririam na membrana lipidica, causando perturbacSes na bicamada
fosfolipidica.

Um estudo comparativo entre os efeitos dos venenos de Bjssu nativo e irradiado
101 realizado por SOUZA et al. (2002), que verificaram que a radiagio gama *Co era capaz
de abolir os efeitos paralisantes e miotéxicos da Bjssu na juncdc neuromuscular de
camundongo. Os autores conclufram que o veneno irradiado seria uma importante
ferramenta para methorar a producfio de anti-soro pela redugio da toxicidade ¢ manutencéo
da imunogenicidade.

Numa outra linha, DE OLIVEIRA et al. (2003) utilizando o suramim, um
derivado naftilireia polissulfonatado, verificaram ser este eficiente em antagonizar as
atividades neurotéxica e miotéxica da BthTX-I na jungdo neuromuscular isolada de

camundongo.
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atividades neurotoOxica ¢ miotéxica da BthTX-I na junclio neuromuscular isolada de
camundongo.

SA et al. (2004) demonstraram que a topologia da regiio de ligaciio ao
substrato da BthTX-] tem um efeito direto Caﬁ-independente sobre o dapo 4 membrana, o

que determina que a ligagio ao substrato tem um importante papel neste processo.

Também por meio de estudos em preparagBes isoladas de camundongo,
OSHIMA-FRANCO et al (2004) evidenciaram a atividade pré-sindptica da BthTX-L.
Medidas eletrofisiolégicas demonstraram que baixas concentragdes de BthTX-I causaram o
aparecimento de potenciais de placa terminal em miniatura gigantes sem alteraciio do
potencial de membrana. Os autores sugeriram que, em adi¢io ao efeito miotéxico bem
conhecido, a BthTX-I também teria uma agio pré-sindptica.

Como se percebe, muitos esforgos tém sido envidados para o entendimento do
modo de aclio desta miotoxina, com o objetivo de contribuir para o estudo das toxinas em
geral. Neste sentido, o presente projeto consistiu em prosseguir as investigagdes sobre a
BThTX-I quanto & sua miotoxicidade e também quanto 3 sua agfio pré-sindptica, por meio
de novos pardmetros eletrofisiologicos, na tentativa de contribuir para a compreensio do

efeito tdxico.

1.5-{ONS MANGANES (Mn?)

| fons manganés Mn*") sdo agentes bloqueadores da transmissdo sinaptica na
jungdo meuromuscular e seu principal sitio de a¢io € a terminagiio nervosa motora, onde
esses ions reduzem a quantidade de neurotransmissor liberado por impulso nervoso, ou
seja, diminuem a Hberacio gquintica de acetilcolina. A inibicfio exercida pelo manganés é
reversivel (MEIRI e RAHAMIMOFF, 1972).

Segundo CUTHBERT (1970), a forma como os fons mangands (Mn")
produzem bloqueio neuromuscular esta relacionada aos ions calcio (Ca®™), que exercem
importante funciio em um grande mimero de processos biologicos. Apds a despolarizaciio
de iibras nervosas, ha um influxo de fons célcio para dentro da célula. O influxo de fons

célcio, do ponto de vista farmacoldgico, pode ser dividido em dois componentes distintos:
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Os ions manganés reverteram a necrose cardiaca causada pela fosfolipase
Asp-49 do veneno da Ngja nigricollis (FLETCHER et al., 1982), proporcionando grande
interesse em se nvestigar a acfo deste ion contra os efeitos miotéxicos da BthTX-I, pelo

fato de ser esta uma fosfolipase Lys-49.

E sabido que fosfolipases Asp-49 necessitam de Ca’ como co-fator para
exercer atividade catalitica, o que nfio acontece com fosfolipases Lys-49, 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 miotéxicos por um mecanismo Ca**-
independente, néio completamente compreendido (ARNI et al., 1995; DE OLIVEIRA et al.,
2001a; WARD et al, 2002; CHIOATO et al,, 2002; SA et al, 2004).

SOARES et al. (2002) descreveram sobre a agfio protetora do Mn®" contra a
atividade farmacolbgica e enzimatica da BthTX-1, com a redugic do edema de pata ¢ da
miotoxicidade, antagonismo ao bloqueio neuromuscular caracteristico desta toxina em

preparagdes nervo fiénico-diafragma de camundongo.
Na mesma abordagem OSHIMA-FRANCO et al. (2004) estudaram o efeito

protetor do exercido pelo Mn® por meio de técnicas eletrofisiolégicas, em preparagdes
neuromusculares isoladas nervo frénico-diafragma de camundongo. Os autores concluiram
que preparagbes pré-tratadas com fons manganés protegiam contra a agio despolarizante da
BthTX-1. Com 0 uso Mn** também sugeriram um provavel sitio de ligacdo da BthTX-I, o

canal de célcio, tanto do axolema como do sarcolema.

Assim, o manganés foi utilizado como a principal ferramenta farmacolégica
deste estudo, para se avancar no conhecimento do mecanismo de acdio da BthTX-I,

esclarecendo o papel deste jon contra o principal efeito toxico da BthTX-1, a miotoxicidade.
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2-OBJETIVOS
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Os objetivos deste trabaltho foram:

2.1-Avaliar o efeito protetor de fons manganés (Mn’") contra as atividades
neurotoxica ¢ miotoxica da Bothropstoxina-I (BthTX-I), em preparagtes
neuromusculares isoladas nervo frénico-diafragma (NFD) e extensor
digitorum longus (EDL) de camundongos, por meio de técnicas miografica,
histolégica (microscopia 6ptica} e bioquimica.

2.2-Desenvolver um estudo quantitativo para a medida do conteido quéntico
(CQ) da neurotransmissio de preparacdes NFD tratadas com BthTX-I em

baixa concentragdo, por meic da técnica eletrofisiolégica.
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3.1-ANIMAIS
Camundongos machos da linhagem SWISS foram fornecidos pela Central de

Bioterismo da Unicamp ¢ mantidos em gaiolas no biotério do Departamento de
Farmacologia, Faculdade de Ciéncias Médicas (Unicamp), recebendo racfio e 4gua ad
libitum até o momento do uso, quando atingiram peso aproximado entre 26 a 32 g. Este
projeto, sob o protocolo n° 510-1 (Anexo 1), foi integralmente aprovado pela Comissdo de
Etica na Experimentagio Animal (CEEA-IB-Unicamp).

3.2-TOXINA

BthTX-I, extraida de um “pool” de veneno de Bothrops jararacussu, conforme
descrito por HOMSI-BRANDEBURGO et al. (1988), foi fornecida pelo Prof Dr. José
Roberto Giglio, Departamento de Bioquimica da Faculdade de Medicina, Universidade de
Séo Paulo (USP), Ribeirdo Preto/SP.

3.3-REAGENTES

MnCl; ¢ 4H;O PM 197.9 Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA). Solucéio
nutritiva de Tyrode (pH 7,4) — composi¢io em mM - NaCl 137; KC1 2,7; CaCl, 1,8; MgCl,
0,49; NaH,PO4 0.,42; NaHCO; 11,9 e Glicose 11,1 - origem dos sais: Merck, Darmstadt,
Germany; Mallinckrodt Baker, Inc., Paris, Kentucky; Reagen, Quimibras Industrias
Quimicas, Rio de Janeiro; Synth, Labsynth, Sdo Paulo. Historesin Embedding Kit (Leika
Instruments GmbH, NuBloch/Heidelberg, Alemanha). Kit comercial de Creatinoquinase
Randox® 335 (CK-NAC EC- método cinético), Inglaterra, Reino Unido.

3.4-PREPARACOES BIOLOGICAS (CAMUNDONGOS)
3.4.1-Nervo frénico-diafragma (NFD)
Apos anestesia com hidrato de cloral a 10% (300 mg/kg, i.p.), os camundongos
foram sacrificados pela secgfio e sangria dos vasos cervicais. O diafragma com o nervo

frénico (Figura 3) foi cuidadosamente retirado pelo método de BULBRING (1946)

modificado para camundongo, colocado em cuba contendo 5 mL de solucfio nutritiva de
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Tyrode e preso, através dos misculos da costela, por dois ganchos existentes na base da
cuba. A temperatura foi mantida a 37°C e a preparacgfio aerada com carbogénio (mistura de
95% O, e 5% CO.).

Figura 3-Preparacio nerve frénico-diafragma de camundongo. A seta ilustra a

localizagdo do nervo frénico esquerdo.

O registro da forca de contragio muscular, em resposta a estimulos elétricos
supramaximais, foi realizado por transdutor isométrico Load Cell BG-10 GM, acoplado a
um fisidgrafo Gould Universal Amplifier Model RS 3400 (Gould Inc., Cleveland, QHIO,
USA).

O miisculo foi submetido 2 tensfio constante de S g/cm (por meio de um fio
preso a porgéo tendinosa e ao transdutor isométrico) e 4 estimulacio elétrica indireta (nervo
fiénico), com pulsos supramaximais, gerados por estimulador S48F (Grass Instruments,
Quincy, MASS., USA), de 0,2 ms de duragéo e 0,1 Hz de freqiiéncia, por um periodo de 20
minutos para estabilizagiio. Findo este periodo, a preparaciio recebeu vérios tratamentos,
descritos abaixo.

Procedimento: Mn®* (0,9 mM) ou BthTX-I (1,4 pM) foram adicionados 4 cuba
contendo a preparagdo, a fim de se conhecer a curva da resposta contratil, a porcentagem de
bloqueio, a reversdo e a protegdio. Pré-tratamento com Mn®* (0,9 mM) seguida pela adigfio
de BthTX-I (1,4 uM) foram realizados para determinar a capacidade neutralizante do Mn**,
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Em todos os experimentos foi utilizada a concentragio de 1,4 uM de BthTX-1 e
de 0,9 mM de Mn®. A escolha das concentragdes foram bascadas em resultados
anteriormente obtidos por OSHIMA-FRANCO et al. (2001).

3.4.2-Extensor digitorum longus (EDL)

Os animais foram anestesiados com hidrato de cloral a 10% (300 mg/kg, i.p.) e
ap0s atingir o nivel cirlirgico, uma ampla incisdo foi realizada sobre a face antero-lateral de
uma das patas posteriores do animal, com exposicio dos tenddes dos misculos EDL e
tibial, bem como este dltimo musculo. Procedeu-se a seccdo dos tendSes e a retirada do
musculo tibial, com exposiciio total do misculo EDL (Figura 4). Este foi dissecado, desde
sua inser¢io tendinea distal até a proximal.

Figura 4-Preparacio extensor digitorum longus de camundongo. A seta ilustra o
musculo EDL.

Durante o procedimente, a preparacio foi mantida umedecida com solugdo
nuiritiva de Tyrode. Retirada a preparacio, o musculo EDL foi colocado em uma cuba
contendo 3,5 ml. de solucio nutntiva de Tyrode e mantido sob aeracio constante com
carbogénio, a 37°C. O registro da forga de confragio muscular, em resposta a estimulos
elétricos supramaximais, foi realizado pelo transdutor isométrico Load Cell BG — 10 GM,
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acoplade a um fisidgrafo Gould Universal Amplifier Model RS 3400 (Gould Inc.,
Cleveland, OHIO, USA),

O musculo foi submetido & tensfo constante de 0,5 g/cm (por meio de um fio
preso & porgdo tendinosa e ao transdutor isométrico) e 4 estimulacfio elétrica, através de
pulsos gerados por estimulador S48F (Grass Instruments, Quincy, MASS., USA). Um
eletrodo bipolar de platina foi colocado em torno da preparagfio que continha o tronco do
nervo peroneal, suprindo o musculo. A preparagio foi submetida & estimulagdo elétrica
mdireta, com pulsos supramaximais de 0,2 ms de duracdio ¢ 0,1 Hz de fregiiéncia, por um
periodo de 20 minutos para estabilizagio. Findo este perfodo a preparacio recebeu vdrios

tratamentos, conforme descrito no item 3.4.1.

3.4.2.1-Determinaciio de Creatinoguinase (CK)

A contragdo de células musculares esqueléticas depende de ATP como fonte de
energia, porém, o suplemento de ATP nfio ¢ suficiente para sustentar a contragfio por um
longo periodo de tempo. Entfio, para a célula estar ativa e manter a contragfio, o ATP
precisa ser continuamente abastecido. Isto acontece pela metabolizacfio da glicolise e pela
acdo do ciclo do 4cido tricarboxilico. Enquanto o oxigénio estd disponivel, a célula
muscular mantém uma elevada reserva de fosfato, na forma de creatinofosfato, cbmposto
rico em energia. A enzima que vai agir sobre o creatinofosfato é a CK, presente no
citoplasma da célula muscular. Sua determinagfo é importante em alguns diagnésticos
clinicos, em casos de danos tissulares, como nas distrofias musculares e infarto do
miocardio (NAKADA et al., 1984).

Neste estudo, a utilizagiio da preparacio EDL foi mais vantajosa do que a da
NFD, por ser possivel sua retirada de maneira integral, ao contrario da segunda, que, ao ser

cortada a0 meio (hemidiafragma), sofre lesfio e conseqiiente liberagio de enzimas, como a
CK.

Procedimento: Antes dos ensaios enzimaticos, as preparagdes sob estimulo
indireto receberam os seguintes tratamentos: solugdio nutritiva de Tyrode (controle, 120
min) ou BthTX-I (1,4 uM, 120 min) ou Mr®" (0,9 mM, 120 min) ou Mn®* (0,9 mM, 60
min} seguido da adicBio de BthTX-I (1,4 pM, 60 min). Aliquotas de 100 uL foram retiradas

Materigl ¢ Métodos
64



do banho nos tempos 0, 15, 30, 60, 90 ¢ 120 minutos, com reposicio de igual volume de
solugdo nutritiva de Tyrode. As aliquotas foram mantidas a 4°C até ¢ momento da dosagem
enzimatica, ¢ entdo analisadas utilizando-se o Kit comercial Randox® 335 (CK-NAC -
método cinético, Inglaterra — Reino Unido), para determinacio da atividade enzimdtica,

conforme orienta¢Ses do fabricante.

Principio:
CK
Creatinosfofato + ADP » creatina + ATP
. HK A
Ghcose + ATP » Glicose-6-fosfato+ ADP
G6P-DH

Glicose-6-fosfato + NADP*

p Gluconato-6-fosfato + NADPH + H'

A formacio de NADPH é determinada fotometricamente e & diretamente
proporcional 4 atividade de CK na amostra. O valor de CK foi expresso em unidades por
litro (U/L.).

ADP= Adenosina difosfato; ATP= Adenosina trifosfato; CK= ATP: creatino-
N-fosfotransferase, EC 2.7.3.2; HK= ATP: D-hexose-6-fosfotransferase, EC 2.7.1.1;
NADP"= Nicotinamida-adenina dinucleotidio fosfato; NADPH= Nicotinamida-adenina
dinucleotidio fosfato, forma reduzida.

3.4.3-Técnica histologica (microscopia optica)
3.4.3.1-Determinaciio da 4rea lesada das fibras musculares

Para se avaliar a miotoxicidade de um componente de veneno, tem-se utilizado
exame histolégico do tecido muscular, em associacio a métodos com a determinacio de
niveis de CK (MEBS e OWNBY, 1990).
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As preparagbes nervo frénico-diafragma e extensor digitorum longus incubadas
com - Solugdo nutritiva de Tyrode (controle) ou BthTX-I (1,4 uM) ou M (0.9 mM) ou
Mn™ (0,9 mM) seguido da adigio de BthTX-I (1,4 uM), foram fixadas em solucdo de
Bouin, ap6s o término do experimento (120 minutos) e processada para posterior andlise
histologica. Apés fixacio, os musculos foram desidratados e incluidos em historesina Leika
{NuBloch/Heidelberg, Alemanha); em seguida, foram confeccionados os blocos. Estes
foram cortados em micrétomo Leika RM 2035 e as secgdes (2 pm de espessura) foram
montadas em [Aminas e coradas com uma mistura de azul de toluidina 0,5% (Vetec, Sio
Paulo) e Borax 5% (Quimesp, S#o Paulo). O dano morfolégico (indice de mionecrose) foi
quantificado pela contagem do niimero de células lesadas ¢ expresso como porcentagem do
nimero total de células em seis dreas nio superpostas, nio adjacentes de cada musculo
{(indice de mionecrose = [(niimero de céhulas lesadas : ntimero total de celulas) X 1001
Foram consideradas células lesadas as que apresentavam alteragdes como: regides da fibra
muscular lesada pa sua extensfio, mionecroses caracterizadas por vactolos, aglutinacéo
condensada de miofibrilas, fibras sem estriagBes e intumescidas e perda de material
nuclear; as células normais apresentavam-se integras, sem neshum comprometimento no
mecanismo contratil, pelo parimetro miogréfico, fibras com estriagdes, perfil poligonal das
células e nucleo periférico. Este procedimento foi usado em todos os experimentos-controle
¢ preparagdes tratadas nos dois misculos estudados.

3.4.3.2-Determinacgfio da drea transversal das fibras muscualares

Para quantificar a 4rea transversal das fibras musculares do diafragma e EDL
foram analisadas as mesmas ldminas confeccionadas no item 3.4.3.1. As laminas com
cortes transversais dos musculos foram examinadas em microscopio Nikon Eclipse E8000 ¢
as imagens foram capturadas pelo sistema de imagem digital (CoolSnap-Pro Color, Media
Cybernetics, USA) para posterior determinacfio da 4rea transversal das fibras musculares.

A determinacio da drea transversal das fibras musculares foi quantificada pela
contagem da darea de 25 fibras/animal em dreas nfio superpostas, ndo adjacentes 2 4rea de
cada fibra, sendo cinco animais por tratamento. As medidas morfométricas foram

realizadas em um microcomputador carregado com o software Image Pro Plus, capaz de
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digitalizar o contorno das éreas e gravé-los para posterior andlise. Este procedimento foi
usado em todos os experimentos-controle € preparacdes tratadas nos dois masculos
estudados.

3.5-ESTUDO ELETROFISIOLOGICO

O registro do potencial de placa terminal (PPT) foi feito em preparagio nervo
frénico-diafragma de camundongo (obtida conforme descrito no item 3.4.1.). Foi eleita a
preparacdo NFD devido as suas caracteristicas estruturais, como: misculo delgado, o que
facilita o empalamento do microeletrodo e possui regifio de placa terminal bem definida
guando comparada ao masculo EDL.,

A preparagiio com sua face toricica voltada para cima (hemidiafragma
esquerdo), foi fixada, horizontalmente, por meio de alfinetes entomoldgicos, em cuba
revestida de resina ¢ silicone, (“Dow Corning-Sylgard™). A cuba foi preenchida com 2 mL
de solugdo de Tyrode de composichio jé descrita e a preparagiio mantida a temperatura
ambiente ¢ areada com o borbulhamento de carbogénio (mistura de 95% O, e 5% CO»).
Para a observagdo dos pardmetros eletrofisiolégicos, a cuba foi colocada na platina de
microscopio estereoscopico (Wild M7 S-Switzerland) com capacidade para aumento de até

40 vezes.

Foi usada a técnica convencional de registro com microeletrodo (FATT e
KATZ, 1951). Os microeletrodos de vidro, preparados com o auxilio do Vertical Pipete
Puller (modelo 700 D-David Kopf Instruments; CA, USA), foram preenchidos com KCI 3
M, tendo uma resisténcia entre 15-25 MQ. As micropipetas foram introduzidas
mtracelularmente sobre as fibras musculares superficiais, com o auxflic de
micromanipulador Leitz. O eletrodo indiferente constitui-se de um fio de platina. Os
biopotenciais foram obtidos através de um amplificador de sinais (Getting Microelectrode
Amplifier, MA, USA) e observados em osciloscopio Tektronix. Os registros foram feitos
em um microcomputador (Microtec, SGo Paulo, SP) carregado com um software para
aquisicdo de dados (AqDADOS, Lynx, Sdo Paulo, SP). O computador munido de uma
placa conversora A/D ¢ capaz de digitalizar os biopotenciais ¢ grava-los para posterior
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3.5.1-Registro do potencial de placa terminal (PPT)
3.5.1.1-Desacoplamento excitacio-contracio

Para o registro dos potenciais de placa terminal torna-se necessdrio evitar a
deflagraciio de potenciais de acio quando o nervo motor for estimulado para gerar o
potencial de placa terminal. Para tanto submeteu-se a preparagfo nervo frénico-diafragma

de camundongo ao tratamento com solugfio hipertdnica de glicerol,

Tal procedimento consiste em incubar a preparagio por um periodo de cerca de
1 hora em solugdio nutriente tornada hipertonica (500 a 700 milimoles/L) pela adicfo de
glicerol e posteriormente retornar a mesma a solucfio nutriente isotonica. Com isso ocorre
um colapso do sistema de tibulos “T”, com a conseqiiente interrupgio do acoplamento
excitagio-contragiio muscular (GAGE e EISENBERG, 1969). Este tratamento também
causa queda do potencial de membrana celular, de forma que muitas células apresentam um
potencial de membrana sob o qual ndo é possivel deflagrar uma corrente degenerativa de
sédio (KORDAS, 1969), assegurando assim, o registro de PsPT isentos de potenciais de
agdo. Os registros dos PsPT foram feitos em resposta a estimulagiio elétrica
(supramaximal). Para tal, utilizou-se estimulagio elétrica indireta por meio de eletrodo de
platina posicionado de modo a sugar o coto distal do nervo frénico (1Hz por 1 min). Da
mesma forma que nos outros experimentos eletrofisiologicos, o sinal passa por um
amplificador (Getting Microelectrode Amplifier Model 5, MA, USA) sendo entiio captado
pelo osciloscopio e registrado em computador.

3.5.1.2-Analise dos PsPT
3.5.1.2.1-Tamanho quintico (TQ)

O tamanho quéntico corresponde & despolarizagio promovida por um
“quantum” de acetilcolina, um quantum é definido como a quantidade de acetilcolina
contida numa vesicula sindptica (HUBBARD et al., 1969).

No presente trabalho o tamanho quéntico foi estimado pelo método da variancia
(HUBBARD et al,, 1969). Este método pressupde que numa salva de PsPT gerados a uma

determinada freqiiéncia, 0 nimero de unidades guinticas que integra cada PPT varia, de
PPT a PPT, segundo o processo estatistico de Poisson (MIYAMOTO, 1975). Neste caso o
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quociente entre a varidncia e a média das amplitudes dos PsPT fornece uma estimativa do
tamanho quéntico (ELMQVIST e QUASTEL, 1965). Este corresponde entio 2
“despolariza¢@o unitaria” ou “despolarizagdo quantica”, ou seja, aquela unidade da qual o
PPT € um multiplo inteiro.

Desta forma, o tamanho quntico, como calculado neste trabalho, ¢ uma
maneira indireta de se obter a mesma informacfio que ¢ fornecida de maneira direta pela

medida dos potenciais de placa terminal em miniatura.

No presente trabatho foram utilizados, para o calculo do tamanho quéntico, de
30 a 60 PsPT gerados a | Hz. Em cada tempo trés séries de 1 min de PsPT em diferentes
placas foram registradas em cada preparacio fazendo-se a média aritmética desses trés

registros.

3.5.1.2.2-Conteiido quintico {(CQ)

O contetido quéntico do PPT, como o proprio nome indica, corresponde ao
nimero de “unidades quéanticas” cujo somatdric deu origem a esse PPT. No caso do
presente trabalho, o “tamanho quéntico™ ¢ a estimativa daquele valor unitario. Assim, uma
vez obtido numa dada célula, esse tamanho quéntico, o conteado quantico do PPT

corresponde a0 quociente entre a sua amplitude e o tamanho quéntico.

Os calculos relativos ao tamanho quéntico e o conteddo quéntico dos PsPT

foram realizados apos a corre¢o dos PsPT para a somagfio nfio-linear de quanta, de acordo
com a seguinte formula (ELMQVIST e QUASTEL, 1965).

PPT’= [(PPT x (PM-PE)|/(PM-PE-PPT)

Onde:

PPT’= PPT corrigido

PPT=PPT observado

PE= potencial de equilibrio, que foi considerado —5mV (MIYAMOTO, 1975)

PM= potencial de membrana
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Para permitir a comparagio entre células de varidveis que dependem do
potencial de membrana, como a amplitude dos PsPT e o tamanho quéntico, estes foram

corrigidos para um potencial de membrana padrio de —65 mV.

3.6-ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + erro padrio da média. A
significncia das diferengas observadas foi determinada pelo teste ndo-pareado “4-Student”,
com valor p<0,05, considerado como significativo.
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4-RESULTADOS
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4.1-ESTUDO MIOGRAFICO
4.1.1-Preparacio nerve frénico-diafragma (NFD)
4.1.1.1-Ensaios miograficos com fons manganés e BthTX-I

Observe-se o controle Tyrode nas Figs. 5A e 5B (n=8), com total manutencfio

da resposta basal ac longo de 120 min.

Adotou-se a concentragic de 0,9 mM de Mn®" baseada em resultados
anteriormente obtidos por OSHIMA-FRANCO (2001). Essa concentraéﬁo aboliu
completamente em torno de 10 minutos a contragdo muscular evocada pela estimulagiio
indireta do nervo (n=13, Figura 5A). No entanto, a reversdio espontinea foi constante e

homogénea ao longo dos 120 min.

A concentraciio de 1,4 uM de BthTX-I foi definida em funciio do efeito
bloqueador exercido, ideal para se contrapor 4 agdo do Mn®™ (OSHIMA-FRANCO, 2001).
Observou-se bloqueio irreversivel da jungfo neuromuscular (Figura 5A), sendo que em dois
experimentos de seis realizados, foi observada uma discreta contratura logo apds a adigéo

da toxina ao banho. O tempo para um bloqueio de 50% foi de 32,8 + 3,3 min (n=6).

O pré-tratamento com Mn** (0,9 mM), como esperado, aboliu a resposta
contratil com posterior reversdo espontinea. Apds 60 min foi adicionada a BthTX-I (1,4
uM) por mais 60 min, totalizando 120 min de experimento. A resposta bloqueadora
caracteristica da BthTX-I nfio se manifestou (Figura 5B).

A Fig. 6 representa registros tipicos dos efeitos mais representativos do controle
Tyrode (A), Mn™ (B), BthTX-I (C) e pré-tratamento com Mn®* seguido da adigiio de
BthTX-I (D) nas prepara¢des NFD. Na Fig. 6D apos a lavagem da preparaciio, observou-se
o retorno na amplitude da forga de contrago muscular, 97 + 5,7% (n=7) em relacio a

amplitude inicial, evidenciando a agfo protetora do Mn*".
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Figura S-Curva da resposta contritil da preparacic neuromuscular NFD, sob
estimulagfio elétrica indireta, apés a adigio de Mn®™" (0,9 mM) e da BthTX-I
(1,4 uM) (A). Preparagbes neuromusculares tratadas com Mn*" e posterior adicgo
de BthTX-I (B). Note-se a protegdo exercida pelo Mn®* sobre o caracteristico
bloqueio neuromuscular induzido pela toxina. Os pontos representam a média +
erro padriio da média. *p<0,05 (“+-Student”) em relagio a0 Mn®* (0,9 mM). Seta:
momento da adicfo de BthTX-I (1,4 uM).
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Figura 6-Registros da forca de contracico muscular de preparacbes NFD
(estimuio elétrico indireto) expostas 2 solugio de Tyrode (controle) (A);
tratadas com Mn™™ (B), com bloqueio seguido pela reversiio espontédnea da
resposta contratil; tratadas com BthTX-I (C), com bloqueio irreversivel,
mesmo apds a lavagem da preparagdio; e tratadas com Mn' seguido da
adigdo de BthTX-I (D), onde 0 Mn’" impediu o caracteristico blogueio
neuromuscular determinado pela toxina. A condi¢io pds-lavagem confirma

tal protecdo. L, lavagem. Setas: momentos da adicfio das substincias.
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A hipétese de que a BthTX-I em presenga do Mn®" pudesse ligar-se
estavelmente a ele, mesmo ap6s a lavagem, foi descartada quando misturas de BthTX-I (1,4
uM:Mn® (0,9 mM) foram previamente incubadas por 30 min a 37°C. A sua adigfio &
preparacdo resultou em um rapido e total bloqueio neuromuscular, antecipando o inicial
efeito bloqueador exercido pelo Mn®*, nfio houve reversio esponténea deste ion e apds a

lavagem {considerando que todo o ion foi removido) houve um retorno da amplitude da

contragdo muscular (80,4 + 8,5%, n=3) seguido do caracteristico bloqueio neuromuscular
irreversivel da BthTX-I (11,8 + 6,8%, n=3) (Figura 7).

Controle & 10 40 L 50 60 min
Tyrode

Figura 7-Registro da for¢a de contracio muscular de ensaio com Mn?" e BthTX-L
Preparaco nervo frénico-diafragma (estimulo elétrico indireto) exposta a mistura
de BthTX-I (1,4 uM):Mn** (0,9 mM) previamente incubadas por 30 min a 37°C.
Note-se o répido e mantido bloqueio neuromuscular e apés a lavagem o retorno
da amplitude da comtragio muscular seguido do caracteristico bloqueio
neuromuscular irreversivel da BthTX-I. L, lavagem. Seta: momento da adicéio da
mistura de BthTX-I (1,4 uM):Mn®* (0,9 mM).

4.1.2-Preparacio extensor digitorum longus (EDL)
4.1.2.1-Ensaios miogrificos com ions manganés ¢ BthTX-I

Observe-se o controle Tyrode nas Figs. 8A e 8B (n=6), sem alteracio da
resposta basal ao longo de 120 min.

Foram ensaiadas doses de 0,9, 1,8 ¢ 2,7 mM de manganés, com o proposito de

encontrar uma concentragdo que produzisse efeitos semelhantes causados na preparagio
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NFD, mas a resposta desta preparagdo frente a0 Mn*" foi totalmente diferente, ndo sendo
possfvel produzir o mesmo efeito. As concentragbes ensaiadas de manganés ndo
produziram diferengas significativas (resultados nfio mostrados). Entdo, adotou-se a mesma
concentragdo de 0,9 mM de Mn”™* usada na preparaciio NFD. Essa concentragio induziu um

bloqueio parcial mantido ao longo dos 120 min (Figura 8A).

Assim como na preparacio NFD, adotou-se a concentracio de 1,4 uM de
BthTX-1. Observou-se bloqueio irreversivel da jungdo neuromuscular (Figura 8A), e em
quatro experimentos de 11 realizados, foi observada uma discreta contratura logo apés a
adicdo da toxina ao banho. O tempo para um bloqueio de 50% foi de 32,9 = 3,2 min
(n=11).

O pre-tratamento com Mn** (0,9 mM), como esperado, induziu um bloqueio
parcial mantido, transcorridos 60 min foi adicionada a BthTX-I (1,4 uM) por mais 60 min,
totalizando 120 min de experimento. A resposta bloqueadora caracteristica da BthTX-I nfo
se manifestou (Figura 8B).

A Fig. 9 representa registros tipicos dos efeitos mais representativos do controle
Tyrode (A), Mn™ (B), BthTX-I (C) e pré-tratamento com Mn’" seguido da adiciio de
BthTX-I (D) nas preparagdes. No registro miografico do Mn™* (B), apds a lavagem da
preparagdo a amplitude da contracfo muscular retornou 79,9 * 4,9% (n=19) em relagfio a
amplitude inicial.

O pré-tratamento das preparagdes com Mn®" preveniu significativamente
(p<0,05) o bloqueio caracteristico induzido pela BthTX-I, o qual foi confirmado apés a
lavagem, pela amplitude obtida de 78.8 + 6,9% (n=11), evidenciando a acfo protetora do
Mn?* (Figura 9D).

Comparando-se as preparacSes NFD e EDL tratadas com BthTX-I niio houve
diferenga significativa no tempo para um bloqueio neuromuscular de 50% (Tabela 2).
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Tabela 2-Tempo de bloqueio neuromuscular entre as preparagdes

Toxina Tempo para 50% de bloqueio {min)
Preparacio N¥D Preparaciio EDL.
BthTX-I 1,4 pM 32.8+ 3,3 (n=6) 32,9%32 (pn=11)

Os resultados estdo expressos pela média de experimentos + erro padrio da média.
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Figura 8-Curva da resposta
estimulagio elétrica indireta, apos a adicSio de Mn® (0,9 mM) ou BthTX-]
(1,4 uM) (A). Preparagdes tratadas com Mn’" e posterior adicdo de BthTX-I
(B). Observe-se a protegio exercida pelo Mn™™ que impede o caracteristico
bloqueio neuromuscular induzido pela BthTX-I. Os pontos representam a
média + erro padric da média. *p<0,05 (“+-Student”), no ponto indicado e nos
demais tempos subsegiientes, em relagfio a0 Mn®* (0,9 mM). Seta: momento da

adigdo de BthTX-I (1,4 uM).
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Figura 9-Registros da forca de contragio muscular de preparagdes EDL (estimulo elétrico
indireto) expostas 4 soluco de Tyrode (controle) (A); tratadas com Mn®* (B),
com bloqueio parcial mantido ao longo dos 120 min; tratadas com BthTX-I (C),
com Bioqueio irreversivel, mesmo apos varias lavagens da preparaciio; ¢ tratadas
com Mn’" seguido da adi¢io de BthTX-I (D), este fon impediu o caracteristico
blogueio neuromuscular promovido pela toxina. A condicio pés-lavagem

confirma tal proteco. L, lavagem.
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4.2-MIOTOXICIDADE

Na aplicagfic da técnica histolégica (microscopia Optica) dois parimetros
morfométricos foram avaliados, a quantidade de fibras lesadas ¢ a medida da drea
transversal das fibras musculares de preparagdes NFD e EDL, resultantes da técnica
miografica.

4.2.1-Preparacio nervo frénico-diafragma (NFD)

O masculo diafragma normal (sem nenhum tratamento) foi analisado apds 120
min de incubagio em soluglio nutritiva de Tyrode e submetido a estimulos elétricos
indiretos. As fibras musculares em ambos os cortes transversal ¢ longitudinal do diafragma
mostraram-se integras, exibindo estriagio transversal e fibras com nucleos periféricos
localizados abaixo do sarcolema (Figuras 10A e 10B).

As preparacdes incubadas com Mn** (0,9 mM) mostraram-se também em
ambos os cortes transversal e longitudinal, fibras musculares com aparéncia normal muito
semelhante s fibras controle (Figuras 10C e 10D).

Preparagdes incubadas com BthTX-I (1,4 uM) revelaram que a toxina tém alto
poder miotéxico, levando as fibras a apresentarem diferentes estdgios patoldgicos dentro do
processo mionecrdtico, culminando com aglutinagio das miofibrilas e/ou sua desintegragio
(Figuras 11A e 11B). A pré-incuba¢do com Mn’* (0,9 mM, 60 min) seguido da adigéio de
BthTX-I (1,4 uM, 60 min) protegeu parcialmente (40 * 4,5%, n=10) o aparecimento das
alteragOes mionecréticas (Figuras 11C e 11D).
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Figura 10-Morfologia do misculo diafragma incubado com solugdio de Tyrode
(controle) ¢ Mn** (0,9 mM). Apés 120 min de estimulagfio elétrica indireta,
preparagdes incubadas com solugdo de Tyrode (controle) (A e B), e com Mn®*
0,9 mM (C e D). As fibras musculares em cortes transversal e longitudinal, em

ambos os tratamentos, mostram-se fntegras. Os micleos (N) encontram-se

localizados perifericamente, estriagdes estio presentes (flechas) ¢ ha
preservagio do perfil poligonal das células. Barra = 50 um (A — D).
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Figura 11-Morfologia do misculo diafragma incubado com BthTX-I (1,4 uM) e
pré-tratade com Mn®" (0,9 mM). Preparagbes incubadas com BthTX-I
(1,4 pM, 120 min) {A e B) exibiram 4reas de intensa mionecrose (M). Note-se
fibras com vactfiolos (V), aglutinacio condensada de miofibrilas (flechas) e
fibras sem estriagSes ¢ intumescidas (I). A pré-incubacfio com o Mn** (C e D)

protegeu parcialmente o aparecimento das alteraches mionecréticas

(p<0,05, quando comparado a BthTX-I). Barra = 50 um (A — D).
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4.2.2-Preparacio extensor digitorum longus (EDL)

A pieparagﬁo EDL normal (sem nenhum tratamento) foi analisada ap6s 120
min de incubagfio em solugio de Tyrode e submetida 2 estimulagdio elétrica indireta.
Observam-se fibras musculares com aparéncia normal, fibras com estriagdes, nicleos
periféricos e preservaciio da disposigio poligonal das células em ambos os cortes
transversal e longitudinal (Figuras 12A e 12B).

As preparagdes incubadas com Mn®* (0,9 mM) mostraram fibras musculares
morfologicamente normais comparadas ao controle em ambos os cortes transversal e
longitudinal (Figuras 12C e 12D).

A BthTX-I (1,4 pM) ap6és 120 min de incubagsio lesou significativamente as
fibras musculares e ilustrou os diferentes estagios patologicos dentro do Processo

mionecrotico, condensacio de miofibrilas até o desaparecimento de fibras (Figuras 13A ¢
13B)

O pré-tratamento com o Mn™" (0,9 mM) seguido da adiciio de BthTX-I(1,4 puM,
60 min) reduziu parcialmente (39,7 + 2,9%, n=6) a extensfio do dano muscular (Figuras
13C e 13D).

Resultados
84



Figura 12-Morfologia do misculo EDL incubado com solu¢io de Tyrode (controle) e

Mn™ (0,9 mM). Ap6s 120 min de estimulagdo elétrica indireta, preparacdes
incubadas com solucio de Tyrode (controle) (A e B), e com Mn®* 0,9 mM
(C e D). As fibras musculares, em ambos os tratamentos, mostram-se integras em
cortes transversal e longitudinal. Os nicleos (N) encontram-se localizados na
pertferia, estdo presentes fibras com estriagSes (flechas) e arranjo poligonal das
células. Barra = 50 um (A ~ D).
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Figura 13-Morfologia do miisculo EDL incubade com BthTX-I (1,4 pM) e pré-tratado
com Mn®" (0,9 mM). As preparagSes incubadas com BthTX-I (1,4 uM, 120
min) (A ¢ B) apresentaram dreas de intensa mionecrose (M). Observem-se
fibras com vactiolos (V), fibras intumescidas (I) ¢ aglutinacfio condensada de
miofibrilas (flechas). A pré-incubacfio com o Mn®* (C e D) protegeu
parcialmente o aparccimento das alteragbes mionecréticas, apresentando
algumas fibras com estriagdes (E) (p<0,05, quando comparado a BthTX-I).
Barra = 50 um (A - D).
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4.2.3-Anilise morfométrica em miisculo diafragma

Os musculos foram analisados apés 120 min de incubacfio em soluggo nutritiva
de Tyrode e ndo apresentaram nenhuma lesfio muscular (Figura 14) e a area transversal foi
de 1.887 £ 93,2 um’® (n=5) (Figura 15).

As preparages incubadas com Mn®* (0,9 mM) revelaram apenas 1,7 + 1,2%
(n=6) de fibras lesadas (Figura 14) ¢ a 4rea transversal observada foi de 2.907 = 102,6 um®
(=3, p<0,05, quando comparado ao controle Tyrode) (Figura 15).

Ap6s 120 min de incubagio com BthTX-I, na dose de 1,4 uM, o musculo
diafragma apresentou 4reas de intensa mionecrose, que afetou 82 % 3,1% (n=11) e a 4rea
transversal observada foi de 3.885 + 141 um® (n=5), ambos os resultados foram
significativamente diferentes quando comparados ao controle Tyrode e a0 Mn®™* (0.9 mM)
(Figuras 14 e 15). Quanto a determinagfo da é4rea transversal das fibras das preparacSes
incubadas com Mn®* ou com BthTX-I mostrou que o musculo diafragma ¢ mais sensivel do
que o musculo EDL (Figura 15).  As preparagdes incubadas com Mn*" (0,9 mM, 60
min) seguido da adigio de BthTX-I (1,4 uM, 60 min) revelaram que o pré-tratamento com
o Mn®" diminuiu em 40 + 4,5% (2=10) o nimero de fibras lesadas assim como diminuiu
também em 20 + 3,5% (n=5) a medida da &rea transversal das fibras musculares
observadas, ambos os resultados foram significativamente diferentes quando comparados a

valores de preparagdes incubadas com BthTX-I (Figuras 14 € 15).

4.2.4-Analise morfométrica em misculo EDL

As preparacOes analisadas ap6s 120 min de incubacio em solucio de Tyrode
ndo apresentaram lesdo muscular (Figura 14) e a 4rea transversal das fibras observadas foi
de 940 + 37 um’ (Figura 153).

As preparaces incubadas com Mn?" (0,9 mM) apresentaram apenas 8,2 + 1,1%
(n= 6) de fibras lesadas (p<0,05, quando comparado ao controle Tyrode) (Figura 14) e a
area transversal das fibras musculares observadas foi de 993,6 + 34,8 um’ (n=5)
{Figura 15).

Resultados
&7



A BthTX-I (1,4 pM) apés 120 min de incubagfio lesou 68,5 + 2,9% (n=6)
(Figura 14) e a drea transversal observada foi de 1.573,8 + 58 um® (&=5) (Figura 15),
ambos os resultados sdo significativamente diferentes quando comparados ao controle

Tyrode & ao Mn®" (0,9 mM). Em relagiio ao nimero de fibras lesadas o musculo diafragma

e mais sensivel a toxina do que o musculo EDL (p<0,05).

As preparagBes incubadas com Mn®* (0,9 mM, 60 min) seguido da adicdo de
BthTX-I (1,4 uM, 60 min) apresentaram érea transversal das fibras musculares de 1.346,17
+ 3,5 pm® (o=5, p<0,05 quando comparado ao controle Tyrode e ao Mn®"). A anslise
morfométrica demonstrou que o Mn”* diminuiu em 39,7 + 2,9% {(n=6} o numerc de fibras
alteradas (Figura 14) e preservou em 14,3 £ 3,5% (n=5) a 4rea transversal (Figura 15),
ambos os resultados sdo significativamente diferentes quando comparados a toxina. A
protecdo exercida pelo Mn®* contra o niimero de fibras alteradas pela BthTX-I no misculo
EDL nfio apresentou diferenca significativa em relacfio ao musculo diafragma.
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Figura 14-Determinaco da porcentagem de fibras lesadas em misculos diafragma e
EDL, ap6s 120 minutos de exposi¢io aos tratamentos. Os pontos representam a
média + o erro padrio da média de seis a 11 experimentos. (**), p<0,05 (“¢-
Studenr”) comparado ao controle Tyrode em musculo EDL; (*) e ("), p<0,05
(“r-Student”) comparado & BthTX-I (1,4 uM) em miisculos diafragma e EDL,

respectivamente.
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Figura 15-Determinacfio da 4rea transversal das fibras em musculos diafragma e
EDL, apés 120 minutos de exposiciio aos tratamentos. Os pontos representam a
média & o erro padrio da média de 5 experimentos. (¥) p<0,05 (“t-Student”),
comparado a BthTX-I (1,4 pM) e ao Mn®* (0,9 mM) em misculo EDL e (9
7<0,05 (“+-Student’), comparado & BthTX-I (1,4 uM) em misculo diafragma.
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4.2.5-Determinacic enzimitica de creatinoquinase em EDL

Neste estudo, como relatado, a utilizacdo da preparagdo EDL foi a mais
adequada, por ser possivel sua retirada de maneira integral, sem lesfio e consegiiente

liberagdo de enzimas, como a creatinoquinase (CK).

As Figs. 16A e 16B ilustram o perfil de CK no controle Tyrode, Mn®*™ (0,9 mM)
e BthTX-I (1,4 uM). Observa-se a discreta liberagdio de CK provocada pelo Mn®", o qual é

significativamente diferente somente aos 120 min em relago ao controle Tyrode.

A BthTX-I (1,4 pM) tem uma liberagdo quase imediata, observada aos 15
minutos, para depois liberar CK gradativamente ao longo dos 120 minutos de observagio
(1.261 % 113 U/L, n=20). Foi significativamente diferente em relacdio ao controle Tyrode e
a0 Mn®" (Figura 16A). O pré-tratamento com Mr®* reduziu significativamente a liberagéio
desta enzima intracelular pelo misculo para 94,5 + 17,5 U/L (n=17, p<0,05, em relacéio a
BthTX-I) (Figura 16B).
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MR BthTX-l 1.4 uM
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Tyrode BthTX-1 1,4 uM

Figura 16-Determinagio de CK em preparacio EDL. O grifico A ilustra o perfil de
liberago de CK do controle Tyrode, Mn*" (0,9 M), BthTX-I (1,4 uM), ¢
Mn®" (0,9 mM) seguido da adicdo de BthTX-I (1,4 uM); B representa a
liberagdo de CK, aos 120 minutos de exposigdo. Os pontos representam a média
* erro padrdo da média de 12 a 20 experimentos. *p<0,05 (“¢t-Student”), em
relacio 4 BthTX-1.
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4.3-ESTUDO ELETROFISIOLOGICO
4.3.1-Medida ¢ analise dos potenciais de placa terminal (PsPT)

Utilizando-se a técnica eletrofisiologica, foram registradas a freqiiéncia € a
amplitude dos potenciais de placa terminal para a medida do CQ em preparagdes NFD de
camundongo {ratadas com glicerol. As preparacgdes foram estimuladas a 1Hz de freqiiéncia
durante 1 min. Neste intervalo de tempo, de 30 - 60 potenciais, foram registrados para ¢

calculo do CQ em to, tig, 20, 130 © oo min.

Em todos os experimentos, foi utilizada a concentragdo de 0,35 uM de
BthTX-I. A escolha desta dose foi baseada em resultados anteriormente obtidos por
OSHIMA-FRANCO et al. (2004), em que essa concentracdo foi definida em fun¢do de
facilitar o empalamento das fibras, da auséncia de fibrilagdes e por nfio alterar os valores do
potencial de membrana (PM) das fibras musculares.

As preparagOes incubadas com solug8o nutritiva de Tyrode (controle) exibiram
um valor de CQ de 132 + 24 (n=15) ao longo dos 60 minutos. A adi¢do de BthTX-I (0,35
uM) ao banho, produziu um significativo aumento do valor do CQ de 132 = 24 (controle)
para 331,5 £ 27 (n=9, p<0,05 comparado ao controle) entre os primeiros 10 — 20 min de
incubagfo. Este foi seguido de uma drastica diminui¢dio a partir dos 30 min para 26 £ 5
(0=9, p<0,05 também comparado ao controle), sem alteragdo significativa nos valores do
potencial de membrana (Tabela 3). A toxina foi capaz de diminuir significativamente o CQ
durante 30 — 60 min, corroborando com o efeito neurobloqueador irreversivel observado

nos registros miograficos.

Tabela 3-Efeito da BthTX-I sobre o CQ dos PsPT

Tratamento Tempo {min) CQ B
Controle Tyrode 0-60 132,04+ 24 15
BthTX-1 0,35 uM 10-20 *331,5%27 9
30-60 *26,0% 5 9

Os resultados estfio expressos pela média de experimentos = erro padrio da média. *p<0,05 (“t-Student”) em

relaclo ao controle.
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Além do bloqueio neuromuscular irreversivel, a BthTX-I induz varios efeitos
farmacolégicos que incluem mionecrose, rompimento de lipossoma, citoxicidade
(ANDRIAO-ESCARSO et al., 2000), edema e degranulagio de mastécitos (LANDUCCI
et al., 1998).

.....

O Mrn®", cation divalente, mostrou efeito inibitério contra o blogqueic
neuromuscular, edema ¢ lise celular induzido pela BthTX-I (SCARES et al., 2002).

Neste estudo, avaliou-se a habilidade de ions manganés (Mn*") que compete
com ions calcio (Ca®™) (MEIRI ¢ RAHAMIMOFF, 1972; RASGADO-FLORES, et al.,
1987), em neutralizar os efeitos neurotéxico ¢ miotdxico da BthTX-I, a principal miotoxina
do veneno de Bothrops jararacussu, em preparagdes neuromusculares isoladas nervo
frénico-diafragma (NFD) e extensor digitorum longus (EDL) de camundongo, por meio de
técnicas miogréfica, histologica e bioquimica.

A BthTX-I tem uma acio direta no sarcolema (HELUANY et al., 1992; MELO
et al., 1993; RODRIGUES-SIMIONI et al., 1995; OSHIMA-FRANCO et al., 2000, 2001),

€ 0s presentes registros miograficos corroboraram com este achado.

Os resultados demonstraram, nas preparagdes estudadas, que enquanto o Mn”*
aboliu efetivamente a neurotoxicidade da BthTX-I, o mesmo preveﬁiu parcialmente a
miotoxicidade, indicando uma possivel dissociagdo entre estas duas atividades. Assim, os
resultados sugerem que o tratamento com Mn®’, antagonista do Ca?* (MEIRI e
RAHAMIMOFF, 1972; BALNAVE ¢ GAGE, 1973), protege a preparacio neuromuscular
contra os efeitos bloqueadores da BthTX-1.

Aqui, tem-se assumido como atividade neurotdxica o bloqueio neuromuscular
induzido pela BthTX-I, corroborando com os achados de OSHIMA-FRANCO et al. (2000).

fons manganés sio agentes bloqueadores da transmissio sinaptica na jungio
neuromuscular. O principal sitio de acfio € o terminal nervoso, onde os fons diminuem a
quantidade de transmissor liberado por impulso nervoso (MEIRI ¢ RAHAMIMOFF, 1972).
A inibigio produzida pelo Mn* ¢ reversivel (MEIRI ¢ RAHAMIMOFF, 1972; SOARES
et al., 2002). A reversibilidade foi explicada por OSHIMA-FRANCO et al. (2004) pela
associagiio aos achados de RASGADO-FLORES et al. (1987) de que os ions manganés
seriam avidamente seqiiestrados pelas organelas tampopadoras do citossol, pelas
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mitocOndrias e reticulo endo/sarcoplasmético. Assim, a temogio citossélica do Mn**
tornaria o Ca’" novamente disponivel no seu sitio de aglio e a neurotransmissio seria
restabelecida, portanto esta reversdo depende da presenca de cilcio (do meio externo), do
contrério ela nfo se restabeleceria (OSHIMA-FRANCO, 2001). De fato, os ions manganés
sdo bem tamponados no citoplasma e capazes de ligarem-se ao ATP e talvez a outras
proteinas de ligagéio do caicio (WOLFF et al, 1972; RASGADO-FLORES et al,, 1987). De
tal forma que, com a lavagem da preparacdo a solug¢dio nutritiva foi renovada, o calcio
contido nesta solucfio teve livre acesso ao terminal, déterminando o restabelecimento da
resposta contratil, corroborando com os achados de OSHIMA-FRANCO (2001).

Dos estudos cldssicos realizados com o Mn®" sobre o terminal nervoso podem-
se resumir os principais eventos: inibe a liberacio evocada Ca®’-dependente do
neurotransmissor (KATZ ¢ MILEDI, 1969; MEIRI e RAHAMIMOFF, 1972); ¢ capaz de
substituir parcialmente o calcio na manutenciio evocada da liberagio (KITA et al., 1981;
DRAPEAU ¢ NACHSHEN, 1984) ¢ desenvolve lentamente e com longa duragio o
aumento da liberagfio do neurotransmissor (BECHEM et al., 1981).

Uma explicagio para o antagonismo da BthTX-I pelo Mn®™* foi descrito por
SOARES et al. (2002). Os possiveis eventos seriam descritos como: a) Mn®* inicialmente
antagoniza o influxo de Ca’" no terminal nervoso (MEIRI e RAHAMIMOFF, 1972),
agindo como antagonista de Ca*'; b) Mn®" entra no terminal (RASGADO-FLORES et al.,
1987), agindo como agonista de Ca*. Na primeira etapa o Mn®* inibe a contragdio muscular
blogueando a liberagdo do neurotransmissor pelos canais de Ca®*-dependente. Na segunda
etapa, depois da entrada do Mn® no terminal nervoso, Ca®* extracelular substitui o Mn**
armazenado restabelecendo a contragiio do musculo esquelético. SOARES et al. (2002)
sugeriram que o uso do Mn®* para estudos de ligagio poderia levar & descoberta de um ou

mais de um local de sitio de ligacdo para BthTX-I.

Os resultados deste trabalho apontam que o Mn®* age sobre o terminal nervoso
(agfio pré-sindptica), inibindo o blogueio neuromuscular induzido pela toxina; e também
sobre © sarcolema extrajuncional (acSio poés-sinaptica), protegendo parcialmente a
miotoxicidade, corroborando com os achados de OSHIMA-FRANCO (2001).
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OSHIMA-FRANCO et al (2004) demonstraram pelos pardmetros
eletrofisiologicos, em preparagio NFD, que o Mn’" manteve estavel o potencial de
membrana (por cerca de 120 min), mas provocou uma diminui¢fio inicial seguida por um
aumento na freqliéncia de PsPTM e nenhum PsPTM gigante foi observado, provavelmente
por causa do seqiiestro de Mn®’ pelas mitocOndrias e reticulo sarcoplasmatico liso
(RASGADO-FLORES et al, 1987). A diminuigdo inicial (apds 30 min) correspondeu ao
bloqueio neuromuscular considerando que o aumento representou a restauragdo espontinea
da atividade contratil neuromuscular na presenca de Mn®*. Preparagdes pré-tratadas com
Mn* foram protegidas contra a agiio despolarizante da BthTX-I, além de anteciparem 0

efeito de disparo de PPTM que ocorria aos 120 min, com o Mn** sozinho.

A hipétese de que a BthTX-I em presenga do Mn®" pudesse formar um
complexo estavel foi descartada quando misturas de BthTX-I:Mn®" foram adicionadas 2
preparagdo. Este resultado mostrou que o efeito protetor exercido pelo Mn®™ talvez ocorra
POT U mecanismo que envolve a preparaciio bioldgica, mostrando também que a toxina
provavelmente permaneceu ligada 3 membrana. Em associagfo aos achados de WARD
et al (2002) que descreveram um mecanismo de dano 3 membrana pela BthTX-I,
propondo, por um modelo independente de hidrélise e envolvendo uma interagfio da regifio
C-terminal da BthTX-I com a membrana-alvo, sugere-se que a incubacio com o Mn®
impediu o efeito da BthTX-I talvez por competirem pelo mesmo sitio de a¢do (o canal de
Ca®"), mas nfio impediu a ligacio da regifio C-terminal da BthTX-I 2 membrana-alvo. Em
um outro estudo CHIOATO et al. (2002) corroboraram a proposta de WARD et al. (2002),
dissociando as duas atividades da BthTX-I, a miotéxica ¢ a de dano 3 membrana
independente da presenca de Ca®’. Os autores propuseram que a regifio C-terminal que
mclui os residuos da posigdo 115 -~ 119 interagiriam superficialmente com a interface da
membrana e que os residuos da posigdio 125 se inseririam parcialmente na membrana
lipidica, causando transtornos na bicamada fosfolipidica. Baseado nestas informacSes,
pode-se hipotetizar que a incubaciio com o Mn®* impediu a insercio dos residuos da
posigéo 125 da BthTX-I 4 membrana-alvo, mas nfo a interacdio dos residuos da posigio 115
— 119 da toxina na interface da membrana. Esta afirma¢fo pbde ser confirmada apés a

lavagem da preparagiio com a remocio do Mn®' do banho e conseqliente permanéncia da
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BthTX-I que fica livre para entfio, inserir-se na membrana e produzir o bloqueio

neuromuscular irreversivel e sua miotoxicidade.

Trabathos prévios mostraram que a heparina e polifnions relacionados sdo
habeis em inibir a mionecrose induzida por venenos de serpente que contém miotoxinas
PLA,, incluindo a BthTX-I (MELO e SUAREZ-KURTZ, 1988; MELO et al, 1993;
LOMONTE et al., 1994b; MELO ¢ OWNBY, 1999). Este antagonismo foi designado &
formagiio de complexos 4cido-base entre os componentes polianiénicos e as miotoxinas
basicas dos venenos (MELO et al, 1993; LOMONTE et al., 1994a). Porém, resultados
opostos foram encontrados por OSHIMA-FRANCO et al. (2001), mostrando que a
heparina protege contra o bloqueio neuromuscular da BthTX-I, mas nSio contra o
miotoxicidade. Usando o suramin, um derivado naftiluréia polissulfonatado, DE
OLIVEIRA et al. (2003) mostraram que esta substincia previne ambos, ¢ danc muscular e
a paralisia da BthTX-I, em preparacéo isolada de camundongo. Estes resultados tomados
em conjunto sobre a BthTX-I, incluindo os demonstrados no presente trabalho usando
Mn™, podem reforcar a hipotese de que as a¢bes neurotdxica e miotdxica estio dissociadas

nesta toxina.

As preparagles utilizadas NFD e EDL apresentaram diferencas em relagio ao
diimetro das fibras e de sensibilidade a0 Mn® e a toxina. Esta discrepéncia mostradas aqui,
pela primeira vez, pode estar relacionada & diferenga na composicio dos dois musculos. O
diafragma ¢ uma mistura muscular de fibras de contragfio rapida ¢ lenta (60% vermelho,
20% branco e 20% intermediaria), e eles podem ser distinguidos pelas diferengas no
difimetro das fibras, contetido mitocondrial, largura da linha Z e forma do reticulo
sarcoplasmatico (PADYKULA e GAUTHIER, 1970). O EDL é um misculo
predominantemente branco, fibras de contracio répida e elevada capacidade glicolitica
(ELLISMAN et al., 1976; TAKEKURA et al., 1994). Musculos de contragio rapida (EDL)
¢ contragio lenta (soleus) tém sensibilidades diferentes a alguns venenos e miotoxinas de
serpente como avaliado pela liberagio de CK e alteragdes morfolégicas (MELO e
OWNBY, 1996). Em particular, as propriedades bioguimicas e fisiolégicas do EDL podem
aumentar ou favorecer a agdo miotoxica de venenos e toxinas de serpente (MELO e
OWNBY, 1996). Com base no exposto sobre os estudos realizados em diferentes miisculos

esqueléticos, diafragma, EDL e soleus, é evidente que existem diferencas marcantes entre
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as preparagdes aqui utilizadas (NFD ¢ EDL), no que diz respeito a arquitetura,
ultra-estrutura, distribuicfio de enzimas e receptores envolvidos na fisiologia das mesmas.

Os estudos miografico e histologico permitiram apontar as diferengas entre elas.

A necrose por picadas de serpentes ¢ um fendmeno altamente complexo
resultando da acio de fatores especificos e/ou da combinagiio de reagbes secundarias,
ndo-especificas nos tecidos afetados (OWNBY et al, 1982, 1990). Por esta razio, a
combinacdo de diferentes técnicas como determinacdo de CK e andlise morfolégica sdo
recomendadas para detectar e avaliar a miotoxicidade (MEBS e OWNBY, 1990;

r

GUTIERREZ e LOMONTE, 1995).
A miotoxicidade causada pela BthTX-I foi avaliada pelas analises bioquimica ¢

histolégica usando a preparagio EDL. A determinacio de uma enzima intracelular como a
CK, que € liberada no banho apds a injuria celular, tem sido usada nos estudos de
miotoxicidade (MELO e SUAREZ-KURTZ, 1988; OSHIMA-FRANCO et al., 1999, 2000).

A creatinoquinase é uma enzima que situa-se ao nivel de pontes entre os
filamentos de miosina, na regizto M da fibra muscular e transfere grupos fosfato da
fosfocreatina ao ADP, transformando-o em ATP (Reagdo de Lohmann), que é rapidamente
utilizado pela c€lula como fonte imediata de energia para a contragio muscular. Esta é uma
enzima essencialmente citoplasmatica, e seu aparecimento no liquido nutritivo ou no soro
de mdividuos pode indicar altera¢cdes na permeabilidade da membrana muscular ou mesmo
lesdo celular (SUAREZ-KURTZ, 1983).

Como a determinacdo de CK ndo foi possivel em preparagiio NFD devido a
necessidade de cortar o misculo diafragma ao meio (o que levaria a liberagdo esponténea
de CK ¢ conseqlientemente a valores basais altos), esta atividade foi medida somente em
preparagdo EDL. Como um marcador bioquimico quantitativo de dano do musculo
esquelético, a liberagio de CK promoveu um parimetro adicional para confirmar os
resultados histolégicos e, realmente, houve uma correlagfio positiva entre os niveis de CK e
as alteragGes patologicas observadas nas preparagdes tratadas com Mn®* ou BthTX-I
sozinhos. Preparagdes pré-tratadas com Mn” preveniram marcadamente a liberac&o de CK
induzida pela BthTX-l, diferentemente da analise histolégica na qual este ion apresentou

proteciio parcial contra a agfio miotdxica da toxina. A baixa eficiéncia do Mn®" em prevenir
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a acio midtoxica pelo pardmetro histoldgico (morfologico) da BthTX-I pode talvez
significar que a liberacfio de CK nem sempre esta diretamente relacionada a lesfio da célula
muscular, 0 que concorda com os dados de MEBS et al. (1983) e OSHIMA-FRANCO et al.
(2000).

Portanto, estes achados sugerem que a mionecrose causada pela BthTX-I ocorre
de forma mais intensa que as alteracdes na transmissio neuromuscular, uma conclusiio que
corrobora a principal agdio de venenos botrépicos (CHANG, 1979; GUTIERREZ E
CHAVES, 1980; MEBS et al., 1983; RODRIGUES-SIMIONI et al.,, 1983; QUEIROZ
et al., 1985).

Outra hipotese seria que o Mn™ revelou que a BthTX-I induz seus efeitos
neurotéxico ¢ miotdxico por mecanismos diferentes. Estas conclusdes concordam com os
achados de LOMONTE et al. (1994b) que demostraram uma dissociago entre as atividades

miotoxica e enzimatica da miotoxina III de Bothrops asper.

RODRIGUES-SIMIONI et al. (1983), usando pool IV do veneno de Bothrops
Jararacussu que contém a BthTX-I, e HELUANY et al. (1992), trabalhando com a toxina
purificada, descreveram os efeitos farmacolégicos da BthTX-1 e sua a¢dio despolarizante em
membranas. Segundo OSHIMA-FRANCO (2001), a BthTX-I na concentracdo de 0,7 uM
em preparagio NFD provocou uma progressiva e acentuada despolarizacio da membrana a
partir dos 3G minutos, em regiGes de placa e fora de placa terminal. Na vigéncia dos baixos
valores de PM nfo foi possivel o registro dos PsPTM. Entdo com o uso de uma
concentracio menor de BthTX-I (0,35 uM) foi atil para monitorar as pequenas alteragdes
de PM determinadas por esta toxina sobre as fibras musculares. A BthTX-I (0,35 uM)
causou © aparecimento de PPTM gigante sem alteracdo no PM, sugerindo uma acdo
pré-sindptica desta toxina nas fases iniciais da intoxicacdo, mas s6 com a medida do CQ
realizada neste trabalho esta a¢fo foi confirmada. O aumento do CQ (10 — 20 min) seguido
de uma drastica diminuicio a partir dos 30 min, sem alteracfo significativa nos potenciais
de membrana, confirmou a acfo pré-sindptica da BthTX-I em baixa concentragic, em
adicio aos resultados de OSHIMA-FRANCO (2001).
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Conclui-se que a BthTX-I, embora seja uma miotoxina, em concentragio em
que ndo interfere com o potencial de membrana da fibra muscular, altera o contetido
quantico, fato que denota que esta toxina age pré-sinapticamente e que suas atividades
neurotdxica € miotdxica podem ser dissociadas, como demonstrado pelo uso do Mn®*,

importante ferramenta farmacoldgica no estudo de venenos e toxinas.
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Os resultados deste trabatho conduziram as seguintes conclusdes:

1) as preparagbes neuromusculares utilizadas NFD e EDL apresentaram
comportamento distinto quanto a sensibilidade ao Mn”" (sob pardmetro
neurotéxico € miotéxico) e & BthTX-I (sob pardmetro miotéxico),
provavelmente devido as diferencas morfoldgicas exibidas por estes
musculos (PADYKULA e GAUTHIER, 1970; TAKEKURA et al., 1994);

2) Mn™ protegeu completamente a neurotoxicidade e parcialmente a
miotoxicidade, em ambas as preparacdes estudadas. Conclui-se que as
atividades neurotoxica e miotoxica da BthTX-I podem ser dissociadas e o
Mn’" mostrou ser uma importante ferramenta farmacoldgica no estudo de

venenos e toxinas;

3) Mo®* preveniu significativamente a liberacdio de CK, mas protegeu somente
parcialmente contra a acfio miotdxica da BthTX-I. Portanto a liberagio de
CK nem sempre estd diretamente relacionada a lesdo da célula muscular
(MEBS et al,, 1983; OSHIMA-FRANCO et al., 2000);

4) por meio dos adicionais pardmetros -eletrofisiologicos confirmou-se a
natureza pré-singptica da BthTX-I, detectada somente em baixas
concentracdes (OSHIMA-FRANCO, 2001).
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