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INTRODUCKO

Em 1949, durante ﬁma reuniao cien-
tificé no Instituto Malbrdn em Buenos Aires, BARRIO e VITAL
BRAZIL (1) comunicaram pela primeira vez os resultados de
seus estudos com a peconha da cascavel sulamericana Crotalus

durissus terrificus. Verificaram que esta pecgonha poderia ser

classifiﬁada farmacologicamente em dois tipos, por eles deno
minados tipo I e tipo II. A injecac intraperitoneal da pego-
nha tipo 1 induzia em ratos e camundongos, numa fase inicial,
crises de hipertonia e posteriormente hipotonia muscular e
paralisia fldcida. A pegonha tipo II produzia apenas hipoto-
nia muscular e paralisia flacida. Em preparagbes neuromuscu-
lares in situ em ratos, observaram naqueles em que era inje~
tada a peconha tipo I que as respostas musculares aos estimu
los elétricos isolados diretos ou indiretos apresentavam um
relaxamento lento e parcial, seguido por uma contragao secun
ddria, além de contragles espontaneas. Hstes registros mio-
graficos, os sinais apresentados pelos animais intatos e o
antagonismo verificado com a quinidina e os fons Ca’ e Mg++
ievaram os autores a estabelecer uma analogia entre os efei-
~tos musculares produzidos pela pegonha tipo I e aqueles de-
terminados pela veratrina. Além disso, também nesta ocasizo,
puderam notar que, apesar de pertencerem a mesma sub-espécie,
as cascavéis originarias da Argentina produziam pegonha tipo
1 e entre as provindas do Brasil havia as produtoras do tipo
I (Parand e noroeste de Sdo Paulo) e do tipo II (Goias, Mi-

nas Cerais, Mato Grosso e regifes sul e nordeste de Sao Pau-



lo).

Em 1950, MOURA GONCALVES (2) deno-
minou crotamina uma proteina por &le isolada trés anos antes
através da analise eletroforética de pegonha de Crotalus

durissus terrificus, provinda da Argentina (3). Neste seu

trabalho de 1947, MOURA GONGCALVES havia realizado a eletrofo
rese em Tiselius e verificado no compartimento superior =~ do
ramo descendente a existéncia de um componente fortemente ba
sico a que chamou "X". Em 1950, ao denominad-lo crotamina, po
de constatar sua presenga na peconha de cascavéis do Sul do
Brasil e Argentina, mas n2o nas do norte do Brasil. Nessa '
ocasifo o autor sugeria que provavelmente a presenga ou mnao
de crotamina deviam-se as diferencgas relatadas por BARRIO e
VITAL BRAZIL nos efeitos farmacoldgicos produzidos pelas pe-

conhas das cascavéis da Argentina e de Goids.

BARRIC (4), em 1954, também utili-
zou a analise eletroforética da pegonhé de cascavel e obser-
vou que a fragao I onde estava presente a crotamina, uma vez
injetada em ratos, produzia os efeitos veratrinicos que anté
riormente €le e VITAL BRAZIL haviam verificado com a peg¢onha
tipo I. Ficou assim comprovado que realmente os diferentes '’
efeitos observados com as pegonhas tipo I e tipo II eram de-

vidos exclusivamente & presenga ou nao da crotamina.

Estudos posteriores de MOURA GON -
CALVES (5), utilizando a ultracentrifugagao, confirmaram a
existéncia de cascavéis que apesar de pertencerem a mesma '
sﬁb—espécie, distinguiam-se por secretarem ou nao a crotami-

na. Uma vez que ndo hd diferencas morfeldgicas definidas en-

tre elas, este autor propos que se utilizasse a distinta com



posigdo da pegonha como um instrumento taxiondmico, a exem -
plo do que ocorre com outras formas de vidas inferiores como
as bactérias. Sugeriu entdo a criacdo de uma sub-espécie por

éle denominada Crotalus terrificus crotaminicus (6). Posteri

ormente, com a mudanca do nome da cascavel sulamericana  de

Crotalus terrificus terrificus para Crotalus durissus terri-

ficus, proposta por KLAUBER (7}, o proprio MOURA GONGALVES '

corrigiu a denominacio de sua nova sub-espécie para Crotalus

durissus crotaminicus (8). Esta nomenclatura foi criticada '

por BARRIO (9} que nZo a julga justificdvel, uma vez que co-
mo a crotamina, ha também outros componentes que variam se-
gundo a distribuigdo geografica, o que se fosse da mesma for

ma levado em conta, traria grande complicac@o taxionomica.

SCHENBERG (10} eétudou a distribui
cdo geografica de 530 exemplares de cascaveéis e utilizou a
eletroforese e ensaios farmacoldgicos in vivo em camundongos,
denominando as serpentes crotamino—pdsitivas e crotamino-ne-
gativas, segundo fossem produtoras ou nao de crotamina. Seus
achados assemelham-se aqueles ja descritos por BARRIO e VI-
TAL BRAZIL. Embora referindo a possibilidade de mosaicos geo
eraficos, pode verificar que as serpentes provindas de Goias,
do norte e do nordeste do Brasil, sempre se mostraram crota-
mino-negativas, com excegao de algumas do Ceara. Todas as
cascavéis da Argentina foram crotamino-positivas. No Estado
de Sio Paulo as serpentes da regifo noroeste eram todas cro-
tamino-positivas. De outras regioes do Estado provinham exem

plares dos dois tipos, predominando as crotamino-negativas.

Os trabalhos posteriores de MOURA

CONCALVES (8, 11) permitiram uma melhor caracterizacdo f£isi-
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co-quimica da crotamina. Trata-se de uma toxina polipeptidi-
ca com ponto iscelétrico em pH 10,3, portanto, fortemente bé
sica e com peso molecular de 5.000. E constituida de 46 reéi
duos de quinze espécies de acidos aminados cuja sequencia es
td em vias de determinacgdo, tendo ja sido definida 80% | de

sua estrutura primaria (12).

0s estudos farmacoldgicos com peco
nha total de cascavel que se seguiram ac de BARRIO e VITAL
BRAZIL, confirmaram plenamente suas observagoes (13). Como
era de se esperar, sao as investigagdes utilizando a crotami
na isolada as que tém possibilitado um melhor conhecimento
de suas acdes farmacoldgicas. Quanto a toxicidade, CHEYMOL e
cols. (14), verificaram que a crotamina € 8 vezes menos toxi
ca que a pegonha total, o que faz supor sua pequena partici-
pacdo na determinacado da gravidade dos acidentes produzidos
pelas cascavéis. As preparacgOes mais usadas para estudo das
agbes da crotamina téem sido as neuromusculares in situ ou
isoladas, destacando-se os trabalhos de CHEYMOL e cols. (15,
16, 17). A injecdo ou adigao de crotamina produz de imediato
uma contracgdoc muscular. Este efeito apafece espontaneamente
ou durante a estimulacao elétrica da preparagao, sendo obser
vado também em prepara¢des curarizadas ou cronicamente des -
nervadas. Apds a contragdo inicial had uma fase de diminuigao
da amplitude das respostas aos estimulos elétricos isolados,
seguida de outra em que se verifica o aumento dessas respos-
tas. Uma segunda dose da toxina nfo reproduz essa sequeéncia
de eventos, configurando-se, portanto, uma taquifilaxia que
pode durar até 24 horas no camundongo. Sob a acao da crotami
na pode-se também observar um retarde na descontracao e/ou

vafter-contraction'”, ou seja, uma contracfo secundaria em se



guida & resposta a uw estimulo isolado ou tetanizante aplicg
do no nerve ou diretamento no masculo. Os autores sdo unidni-
mes em identificar a natureza periférica dos efeitos muscula
res observados, afastando, pela sua ocorréncia em preparagoes
desnervadas, um componente neurogénico significativo. Acei-
ta-se sua agdo preponderante diretamente sobre a fibra muscu
lar e nioc através dos receptores colinérgicos, pela presenca
" dos efeitos em preparacoes bloqueados pela d-tubocurarina ou
pelo decametonio. Outras evidencias nesse sentido s@o o anta
gonismo verificado com agentes estabilizadores da membrana
como 0s ions calcio, magnésio e a quinidina, bem como o au-
mento da sensibilidade do misculo reto abdominal de rd aos

ions potassio.

Novos avangos no conhecimento do
mecanismo de agao da crotamina foram possiveis pela introdu
¢gao da eletromiografia nas investigagdes por VITAL BRAZIL e
cols. (18, 19). Verificaram estes autores que durante a con-
tracdo inicial espontdnea, o retardo na descontracao e a
"after-contraction', aparecem no eletromiograma descargas de
potenciais de alta frequéncia (acima de 200-300 por seg) e
pequena amplitude (50-150 pV), com caracteristicas semelhan-
tes aos observados durante o fendmenoc miotdnico. Concluiram,
com base em seus estudos, que a intoxicagao pela crotamina
deve ser classificada entre as miotonias, "ndo s$O por suas
caracteristicas eletromiograficas e miograficas, mas também,
pelos sinais que animais integros nac anestesiados apresen -

tam apos a administracao de pequenas doses da toxina" (18).



AS MTIOTONTAS HUMANAS, ANTMAIS B

EXPERIMENTAILS

0 fenomeno miotonico observado em
uma série de condigles patoldgicas humanas e de animais (mio
tonia congenita das cabras, caes e camundongos) apresenta ca
racterizagﬁo clinica e eletromiografica bem definidas . Do
ponto de vista clinico a miotonia consiste em lentidao e di-
ficuldade a descontragdo, que se traduz por rigidez muscular
(20). Em geral, manifesta-se durante os movimentos que exi-
gem certa forca muscular, predominando no seu inicio e ten-
dendo a diminuir ou desaparecer com a repeticao do mesmo
("warm-up phenomenon”). A miotonia € atenuada pelo calor e
se agrava com o frio, as emogoes e o repouso. Eletromiografi
camente caracteriza-se por descargas de potenciais de alta
frequéncia inicial cujas variagoes produzem um som peculiar
comparado classicamente ao de um avido de bombardeio "em pi-
cada" (21). Estes potencials sdo de pequena amplitude e dura
cdo, com parametros andlogos aos de fibrilagado. Aparecem du-
rante a dificuldade a deécontragﬁo, a introducdo ou mobiliza
cido de eletrodo de agulha (Fig. 1) ou a percussao do masculo,

desencadeante da chamada miotonlia mecanica.

As doengas humanas em que o fendme
no miotonico estd presente podem ser classificadas segundo a
proposta de ZELLWEGER e IONASESCYU (22) em: a) Distrofia Mio-
tonica; b) Miotonia Congenita de Thomsen; c) Miotonia genera
lizada de inicio pOs-natal; d) Paramiotdnia Congenita de Eu-

lenburg; e) Paralisia Periddica Paramiotonica; f) Adinamia



T

Figura 1 - Eletromiografia realizada em paciente portador de Molestia de
Steinert. No alto 3 esquerda — calibracao para 1 mV; no alto a direita -
eletromiografia do misculo tibial anterior direito em repouso. Presenga
de potenciais de alta frequencia, monofasicos, com amplitude inicial de
200-250 pV tendendo a diminuicdo (potenciais miotonicos). Velocidade 50
cm/seg. Em baixo — eletromiografia do primeiro interosseo da mao direita
- presenca dos potenciais miotonicos durante o repouso. A movimentagao
da agulha (4 ) desancadeia nova descarga desses potenciais. Velocidade
50 cm/seg. (EMG realizada pelo autor no Departamento de Neurologia da Fa
culdade de Ciencias Medicas da UNICAMP).



Episodica Hereditaria com Miotonia.

0O diagndéstico diferencial entre
clas & feito nf8o apenas por determinadas particularidades do
fenoOmeno miotdnico de cada uma, mas tambem, ou principalmen-
te, pelos outres elementos do quadro clinico. Assim, na Dis-
trofia MiotOnica ou Moléstia de Steinert, a mais frequente
de todas as miotonias - 4,9 por 100.000 habitantes na Suiga
(23) - de heranca autossomica dominante, a miotonia &€  pouco
marcada, limitando-se frequentemente aos misculos da mao e
antebraco. A atrofia muscular, no entanto, pode ser muitopro
nunciada, afetando predominantemente os misculos da face,
pescoco e 0os dos segmentos distais dos membros. Em muitos ca
sos o miocardio & também envolvido -'alteragdes eletrocardio-
graficas em 70% dos casos (24) - o que pode levar ao  Obito
por insuficiéncia ou parada cardiaca. No quadro clinico e
possivel encontrar-se ainda calviciefrontal, rebaixamento
mental, catarata, hipogonadismo e outras alteracoes enddcri-
nas, hiperostose craniana interna, manifestagoes digestivas
¢ alteracGes das imunoglobulinas, predominantemente diminui-
cdo da IgG por aumento de seu catabolismo (22, 23, 24, 25 ).
Na Miotonia Congénita de Thomsen,que apresenta uma forma de
heranca autossdmica dominante e outra autossOomica recessiva
(Becker), o fendmeno miotonico domina o quadro clinico, & ge
neralizado e se acompanha de hipertrofia muscular (20, 22).
A Paramiotonia Congénita de Eulenburg, Paralisia  Periodica
Paramidtonica e Adinamia Episddica Hereditidria com Miotonia,
todas com herancga autossomica dominante, apresentam ainda
problemas de caracterizagdo nosoldgica. Parece haver alguma

conexdo entre elas {26), podendo mesmo para alguns, serem



entendidas como formas polares de unm

oy

mesma moléstia (27, 28).
Em todas, & miotonla predomina na face e pescogo, atingindo
também os membros distalmente. E caracteristicamente desenca
deada pelo frio, melhora ou desaparece em ambiente aquecido
e pode se agravar com o exercicio (miotonia paradoxal). Nao
ha atrofias ou hipertrofias musculares. Para os adversarios
das concepgbes unicistas, a diferenciacdo entre as tres con-
di¢Ges & possivel, considerando-se que episddios paraliticos
ocorrem na Paralisia Periddica Paramiotonica e mna Adinamia

Episddica Hereditdria com miotonia, mas ndo na Paramiotonia
Congénita de Eulenburg, apos a_administragﬁo de potassio. Na
Paralisia Periddica Paramiotdnica o frio também desencadeia
tais episddios, o que ndo ocorre na Adinamia Episoddica Here-

ditaria com miotonia (22).

A classificacio de ZELLWEGER e TONASESCU
nao da conta de outras condigdes nosologicamente ainda  néo
hem definidas em que a miotonia também esta preéente. Entre
elas pode-se destacar a sindrome de ABERFELD e cols. ou mio-
tonia condrodistrdfica (29). Estdo também excluidas as miote
nias produzidas por drogas e, agora acertadamente, pela ausen
cia de expressdo clinica, as 'miotonias eletromiograficas'
que oCOrYem na polimiosite ou em condicOes que levam a des-

nervacao (30).

A fisiopatologia da miotonia tem  sido
objeto de muitas pesquisas, podendo-se identificar varias for
mas de abordagem do problema. Além dos estudos eletrofisiold
gicos, anatomo-patologicos e bioquimico§ realizados em paci-
entes com mictonia, té@m-se prestado a estas investigagdes as

cabras congenitamente miotonicas e as miotonias produzidas por drogas.
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A miotonia das cabras afeta deter-
minada raga do sul dos Estados Unidos. Foi descrita em 1904,
por WHITE e PLASKEIT, ¢ mereceu detalhado estudo clinico,
anidtomo-patoldgico e farmacoldogico de KOLB  (31). BROWN e
HARVEY (32), em 1939, com a utilizacdo deste modelo animal
realizaram estudo eletrofisiolégico, verificando que o feno-
meno miotdénico desencadeado pela estimulagdo elétrica ou me-
canica aparecia com suas caracteristicas clinicas e eletromi
ograficas inalteradas na musculatura curarizada ou cronica-
mente desnervada. Estes autores, com base nestes achados, su
geriram que a miotonia & devida a uma anormaltidade da propria
fibra muscular, com exclus@o de participacao do sistema ner-
voso periférico, central ou de alteragbes na jungao nNeuromus
cular em sua genese. Anteriormente, GRUND (1919) e SCHAFFER
(1921) - citados por SAMAHA e cols. (33} - estudando a mioto
nia humana ja haviam notado a persisténcia do fenomeno apos
blogueio completo das fibras nervosas. Invéstigagﬁes posteri
ores de HIHOFMANN e cols. (34), com o emprego de microeletro-
dos intracelulares e microiontoforese de acetilcolina em pre
paragoes isoladas de miisculos intercos{ais de pacienfes de
Distrofia Miotdnica, confirmaram a localizacdo do defeito ao
nivel da fibra muscular. Verificaram de fato que 05 mecanis-
mos pré-sindpticos, os potenciais de placa terminal, a sensi
bilidade dos receptores a acetilcolina, o conteudo de acetil
colinesterase e o acoplamento excitagdo-contragao eram nor-
mais. Contudo, alguns estudos eletrofisiologices in vivo (35
36, 37) tendem a reconhecer um componente neurogenico na Mo-
1éstia de Steinert. Foi observada em pacientes portadores des

ta doenca uma diminuic¢do da velocidade de condugao motora e do
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nimero de unidades motoras de um determinade musculo, com
conservacdao de seu tamanho. Bste achado corresponderia a um
padrio de atrofia muscular mais caracteristicamente neuroge-
nica no que miogénica. Estudos histopatoldgicos desta molés-
tia relatam um acometimento preferencial das fibras do tipo
I (diminuigao do tamanho e desigualdade no diametro da fibra
muscular, altcracdes das miofibrilas, proliferagdo nuclear,
presenca de massas sarcoplasmaticas perinucleares}, e relati
va conservagao das do tipo II (33, 38, 39). Esta limitacao
das alteracdes a um determinado tipo de fibras, costumeilra -
mente tida como sugestiva de origem neurogénica, pode, entre
tanto, perfeitamente depender de uma diferente susceptibili-
dade das fibras musculares a um determinado agente patogéni-
co (40). Da mesma forma, 0s relatos de alteragdes das termi-
nacGes nervosas como aumento das ramificagoes terminais, in-
tumescimento e irregularidade dos axOnios e mielina, redugdo
do calibre ou ruptura das fibras nervosas e placas motoras
anormalmente grandes ou pequenas, embora sugiram um acometi-
mento nervoso primdrio, podem decorrer das alteracgoes das fi
bras musculares (41}. Alguns éutores, apesar de reconhecerem
a evidencia eletrofisiolégica do envolvimento dos nervos pe-
rif8ricos na Moléstia de Steinert, ndo conseguiram estabele-
cer correlagao entre eéte comprometimento e as alteragOes mus
culares (42). Assim, enquanto em alguns pacientes peguena a-
trofia muscular era acompanhada por importantes sinais de
neurocpatia periférica, em cutros, con grandes atrofias e di-
minuicao da forga muscular, nio havia indicios de acometimen
to nervosb. Com base nestes dados, os autores acreditam 'que

0s nervos e musculos sao afetados independentemente pelo gen
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pleiotropico responsavel pela doenga. Parcce-nos tambom  im-
portante salientar que os componentes distrofico e miotonico
da Moléstia de Steinert nao apresentam necessariamente a mes
ma origem, sendo portanto perfeitamente valido admitir-se que
a eventual existéncia de uma participac¢io neurogénica no pro
cesso distrofico nao implica aceita-la como diretamente en-
volvida na génese do fendmeno miotonico (33, 43, 44). Quanto
a este, pelas evidencias ja apontadas anteriormente, tudo pa
rece indicar que o distiirbio causador reside ao nivel da fi-

bra muscular.

Duas possibilidades entdo se apre-
sentam: ou o defeito esta relacionado a fenomenos de membra-

na, ou a alteragdao nos mecanismos de contracao & relaxamento,.

Mais especificamente nesta Ultima hipotese haveria ou uma
tendéncia anormal da actina e da miosina de manterem suas
pontes de ligagao, resultando numa contragdo prolongada, ou
um decréscimo na captacgdo do cdlcio pelo reticulo sarcoplas-

matico, resultando num relaxamento prolongade (45).

A primeira alternativa deve ser a
mais provavel. Com efeito, o fendmeno miotonico implica nao
apenas em determinada manifestagao clinica, mas também em
descarga eletromiografica peculiar. Pela inexisténcia de subs
trato eletromiogréfico nao sao, por exemplo, classificadas
entre as miotonias, a contratura muscular induzida pelo exer
cicio (em que hd comprovadamente diminuicao da capacidade do
reticulo sarcoplasmidtico em captar os ions calcio) (46), nem
o lento relaxamento dos reflexos tendinosos observado no hi-
potiroidismo (28). Por apresentar alteracdoes eletromiografi~

cas distintas das encontradas na miotonia, apesar da seme-



lhanca clinica, & também excluida a chamada Neurcomictonia o1

=

Pseudomiotonia. Nesta condigao, que pode ser uma manifestagao
paraneoplasica (47), predominam descargas de potenciais poli-
fasicos de pequenas.unidades motoras e parece haver comprova-
damente um fator neurogénico em sua origem (48, 48). Uma vez
que anomalias do mecanismo de contragdo - Telaxamento nao ex-
plicam o0s caracteristicos potenciais miotonicos, poils eles
nao ocorrem nas condigdes em que elas existem (50), a. mioto~
nia deve depender primariamente de alteragSes da membrana das
fibras musculares. Além disso, em todas as fibras musculares,
na Mictonia Congénita e nas ndo distréficas na Moléstia de
Steinert, o comprimento dos sarcomeros, o tamanho, nimero e
arranjo dos filamentos de actinia e miosina, bem como as 1li-
nhas Z, sdo normais (33). Com relacBo a captagao de cilcio ra
diativo na fracdo microsdmica de homogenato muscular, a ativi
dade na Miotonia Congénita e Miotonia das cabras & igual ao
controle normal {33, 51). A captacgdo nos primeiros minutos de
incubacdo pode ser maior (33) ou menor (51) que o contfdle
nos casos de Steinert, o que provavelmente esta relacionado &
predomindncia ou ndo de fibras tipo I, as afetadas pelo pro-
cesso distrdfico,mas a atividade total é normal. Como se sabe,
as fibras tipo I , também chamadas vermelhas ou tonicas, res- -
ponsaveis por contragdes mantidas, apresentam um reticulo sar
coplasmitico pouco desenvolvido em relacdao as do tipo II, bran
cas ou fasicas, responsaveis por contragGes.rﬁpidas. Se em
uma fase da doenga as fibras tipo I, apesar de serem preferen
cialmente atingidas, predominarem scbre o tipo II, a captacdo
inicial serd menor. O inverso ocorre quando as do tipo IT fo-

rem em maior numero. O que merece ser ressaltado novamente &
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gque apesar do processo distrofice poder atingir 3/4 das fi-

bras, fato evidenciado pela presenca de massas sarcoplasmati
~ - - . - . .

cas, a fracdo do reticulo sarcoplasmatico mantem sua ativida

de bioquimica total in vitro dentro da normalidade ({33).

Ao que tudo indica, portanto, a
miotonia deve ser o resultado de uma alteracao da membranada
fibra muscular que a torna instavel, ou seja, anormalmente
sensivel a estimulos elétricos, quimicos ou mecanicos {52).
NORRIS (53) estudou os potenciais de membrana através de mi-
croeletrodos inseridos no musculo tibial anterior de pacien-
tes portadores de Miotonia Congénita e Paramiotonia. Pode ob
servar que de forma espontanea ou desencadeada pela introdu-
cdo do eletrodo iniciava-se uma lenta despolarizacao da mem-
brana. Quando atingia 20-40 mV, ocorria um potencial de agao,
o qual era seguido por nova despolarizacdo lenta, tendo-se
como tesultado final uma descarga iterativa de potenciais de

agao.

Virios autores tém procurado dete
minar a origem destas descargas iterativas assincronas das
fibras musculares. CRBUTZFELD e cols. (54) procuraram estu -
dar in vivo o potencial de membrana de repouso das fibras '
musculares com a mesma técnica utilizada por NORRIS, em paci
ente com Adinamia Epiéédica Hereditdaria {ou Paralisia Perio-
dica Hipercalemica), durante os ataques paraliticos e nos pe
riodos intercriticos. Nestes, o potencial de repouso era de
-68,5 + 5,9 mvV, significativamente menor que o controle nor-
mal. Durante as crises os potenciais eram de -46,3 1-6,6 my
(com um potdssio plasmdtico de 6,9 mEq/1} e -51,5 % 6,3 mv

(com um potdssio plasmdtico de 5,24 mEq/1). Segundo esses au
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tores o baixoc potencial de membrana obscrvado durantc as cri
ses ou no intervalc entre elas nido pode ser unicamente expli
cado em termosde concentragao em ions potdssio. Esta afirma-
cio & feita com base em calculos a partir da equagao de
Nernst. Se apenas o potassio estivesse implicado, sua concen
tragac intracelular, que & normalmente de 150 mEq/1l, deveria
cair para S1 mEq/l nos intervalos ou 41-38 mEq/1 durante as
crises. Varias determinacdes revelam valores normais para o
potdassio intracelular nos intervalos das crises. Se a despo-
larizacdo se devesse apenas a um aumento do potéssio extrace
lular, seus niveis deveriam ser muito mais elevados do que
os observados. B proposto entaoc um possivel aumentoc da perme
abilidade ao ion Na+, mesmo no intervalo das crises, © que
explicaria os dados obtidos. Este aumento da permeabilidade
ao sodio resultaria nun sistema instavel. Durante o ataque
paralitico o aumento do nivel sanguineo de potassio provoca-
ria uma maior queda do potencial de membrana, o0 que induziria
novo aumento na permeabilidade ao sodio e, consequentemente,
maior despolarizacgao. Esta sequéncia de eventos tenderia é
possibilitar a deflagragao do potencial de acdo e assim pode
ria explicar a descarga miotdnica observada no inicio do-atg
que paralitico. Também segundo esses autores, O fato de um
ataque ser rapidameﬁte interrompido pela injegdo venocsa de

cilcio, apoiaria a hipOtese do envolvimento do sodio.

HOFMANN e cols. (34) determinaram
o potencial de membrana de repouso em 8 pacientes com Distro
fia Mioténica e constataram uma diminuigdo nitida (-62,1 ¢
4.5 mV) em relagdo ao controle (-78,8 & 2,5 mV). Em duas cri

“ancas com miotonia desde 10go apos o nascimento, os valores
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foram ainda menores (-58,4 + 6,3 mV e ~42 + 9,8 mV). Para eg
ses autores, a despolarizacdo seria uma anormalidade funda-
mental na miotonia, a basc para a atividade iterativa. Tam-
bém admitem, a partir de calculos, que © sodio deve estar im
plicado, seja por um disturbio do mecanismo de transporte pa
ra © extefior da fibra, seja por um aumento da permeabilida-
de a este jon. Neste ultimo caso, consideram hipoteticamente
a possibilidade do aumente da permeabilidade ser secundario
a modificacoes na estrutura da membrana com alteracao nas 11
gacoes dos ions calcio. MUNSAT (52), igualmente, salienta a
importancia da despolarizagao, lembrando que as drogas com
atividade despolarizante comoc a acetilcolina, neostigmina e
potassio, intensificam a miotonia. Por outro lado, aquelas
que estabilizam a membrana, impedindo a despolarizaglo, como
a quinina, o cilcio e a procaina, melhoram o estado miotoni-
co. Para este autor, o beneficio experimentado pelos pacien-
tes mioténicos (Miotonia Distrofica e Miotonia Congeénita) com
o uso da difenilhidantoina poderia estar relacionado i agao
desta droga na facilitagdo do mecanismo de extrusdo do sdodio
(ativacio da bomba de s6dio), o que levaria a uma estabiliza

cdo da membrana.

Alguns autores, entretanto, nao
consideram a despolarizac@o como fundamental na génese do fe
némeno miotdnico (55). Acreditam que na Moléstia de Steinert
cla deva estar relacionada as alteragoes distroficas, uma
vez que foi observada também na Distrofia Muscular Progressll
va forma de Duchenne. Admitem também ndao haver proximidade
entre o potencial de membrana de repouso e O potencial de menm

brana critico (ou limiar de excitabilidade). Atraveés de seus
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estudos 1in vivo en pacientes com Distrofia Miotonica, verifd
caram que a redugdo do potencial de repouso era compensada
por uma correspondente qﬁeda no potencial de membrana criti-
co (ou aumento no limiar de excitabilidade), mantendo-se, por
tanto, normal o valor de despolarizagao da membrana necessa-

rio para o desencadeamento do potencial de agao.

Com a wutilizacdo de preparagoes
isoladas de misculo intercostal externo de pacientes portado
res de Miotonia Congénita (56, 57) e de cabras miotonicas (58
nio foi constatada uma diminuigdo do potencial de repouso,
antes pelo contrario, uma tendeéncia a hiperpolarizag@o. Nes-
tas &uas patologias foi verificado um aumento da resistencia
da membrana. Empregando solugdo nutritiva com baixo cloro os
autores puderam observar que este aumentc se deve a uma dimli
nuicdo da condutdncia ao C1~ (gq). A ggp em fibras normais
durante o repouso & responsdvel por cerca de 70% da condutan
cia total da membrana. Foi também notado um éumento da condu
tancia ao potassio, o que deve explicar o fato das fibras
normails despolarizarem € as miotonicas hiperpolarizarem em
meio com baixo cloro. Na Distrofia MiotOnica essas altera -
coes mndo estao presentes, sendo a resisténcia da membrana

normal (57).

RUDEL.e SENGES {5%9), utilizando o
‘diafragma isolado de rato, produziram miotonia pela substitu
icdo do cloro da solucdo nutritiva por um anion nic difusi
vel. Observaram que o miusculc nestas condicdes responde a um
Gnico estimulo com contragdo prolongada e que o eletromiogra
ma revela durante a mesma, atividade iterativa das fibras mus

culares. O fendmeno denominado 'warm-up" & também observado
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neste modelo, pois o aumento da frequencia da estimulagao
elétrica diminui o tompo de contragido e a atividade iterati-
va no eletromiograma. Esta observagao indica que a origem do
"warm-up' ndo esta em eventual aumento da gtl ap0s uma se-
quéncia de contragles. O potencial de repouso cai logo apos
a substituigdo do cloro e comega a oscilar, muitas vezes sem
ultrapassar o limiar de excitabilidade. 0 potencial de agao
apresenta-se com maior duracdao as custas de uma repolariza-
¢do mais lenta. A reposigﬁo do cloro extracelular faz com
que a contragio e o eletromiograma readquiram suas caracte -
risticas normais. A corrente de cloro para o interior da mem
brana & fundamental na fase de repolarizagao lenta, durante
o pés-potencial negativo. E ela a responsavel pela repolari-
zacao da membrana até que seja atingido o valor do potencial
de repouso, quando a condutancia ao potassio ja se tornou
inativa. Segundo esses autores, sua auséncia poderia determi

nar a descarga repetitiva miotonica.

Estudo recente (60) mostra que &
diminuigdo da g,, isoladamente explica a descarga iterativa
de potenciais de agao observada na miotonia. O autor utili-
zou um modelo matematico preciso do sarcolema.de rda e, atra-
vés da simulagdo por computador de uma redugdo isolada da
ey viu ser possivel reproduzir a miotonia. Promovendo uma
redugao progressiva'da gc1 observou inicialmente apenas um
prolongamento da fase de repolarizagdo lenta do potencial de
agao. Ao atingir a gqq niveis mais baixos {cerca de 30% do
normal) aparece um segundo potencial de acdo. Uma vez inicila

da por um Gnico estimulo a atividade iterativa se auto-mantém

indicando que um estado semelhante a miotonia pode ser produ
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Lido numa membrana tedrica, simplesmente pela reducdo da geq
sos niveis descritos em pacientes e cabras miotonicas. A pro
ducdo de um segundo potencial de acdo requer uma corrente de
s6dio para o interior da membrana em algum momento apdos o©
primeiro potencial de agao que exceda a corrente de potassio
para o exterior. Qualquer fator que aumente a corrente de sé
dio residual durante a repolarizagﬁo pode levar a membrana a
esta condicdo. O autor verificou que 2 alteracao da repolari
zagdo provocada por uma diminuigdo da gnq 2 niveis suficien-
tes, resulta numa inversac da corrente total da membrana du-
rante a fase terminal da repolarizagdo, o que possibilita um
segundo potencial de agdo. De acordo com este autor, & Ppro-
caina e a difenilhidantoina, reduzindo o influxo de sodio du
rante a fase de recuperagdo do potencial de agdao, compensam
a &iminuigéo da corrente anionica resultante da diminuigao

da g-q ¢ suprimem a miotonia.

As miotonias produzidas por dro-
gas tém se revelado valioso instrumento para o estudo da fi-
siopatologia do fendmeno miotonico. Possibilitam a obtengao
de modelos experimentais que muito se assemelham Z miotonia

observada em patologla humana ou animal.

0 icido  2,4-diclorfenoxiacético
(2,4-D} foil introduzido, em 1944, na agricultura como herbi-
cida. Seu efeito tdxico para as plantas e devido a uma exces
siva estimulagdo do crescimento. Embora inicialmente fosse ti
do como inofensivo a animais, em 1946, BUCHER - citado por
EYZAGUTRRE e cols. (61) - descreveu alguns efeltos em mamife

ros. Notou o desenvolvimento de rigidez muscular, semelhante

% miotonia, confirmada com estudo miografico e eletromiogra-
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fico. EYZAGUIRRE e cols. (61) injetaram em ratos esta subs -
tancia por via intraperitoneal ¢ arterial. Utilizaram prepa-
racoes neuromusculares in situ com registro miografico e ele
tromiografico, constatando aumento na amplitude e duracgao das
respostas aos estimulos elétricos isolados. No eletromiogré—.
ma observaram descargas iterativas, acentuadas pelo potassio
e acetilcolina e antagonizadas pela estimulacao repetida, a
quinina, o cdlcio e o magnésio. Os efeitos se mantinham sem
alteracbes a estimulagdo mecdnica ou elétrica direta mno mis-
culo curarizade. Concluliram esses autores que O fenomeno ob-
servado com o 2,4-D era indistinguivel da miotonia humana e
das cébras, assemelhando-se também aos efeitos da feratrina.
SENCES e RUDEL (62,63), com a utilizacao do diafragma isola-
do de rato também produziram miotonia pela adicao de 2,5 mM
de 2,4-D & solucdo nutritiva, Observaram as alteragbes mio-
grificas e eletromiograficas ja descritas. Com microtécnicas
verificarém um aumento de 2 a 2,5 vezes na resisténcia da
membrana. O potencial de repouso e © limiar de excitabilida-
de permaneceram normais. Os autores sugerem a possibilidade
do aumento da resistdncia da membrana ser devido a diminuil -
cdo da gqq-

BRYANT e MORALES—AGUILERA (58) es -
tﬁdaram outros Acidos aromiticos monocarboxilicos e verifica
ram que estes compostos injetados via venosa em cabras produ
ziam sintomas semelhantes aos observados na miotonia congéni
+a desses animais. Utilizando fragmentos isolados de miisculo
intercostal externo, verificaram uma diminuicgdao da condutan-
cia da membrana e conservagao do potencial de repouso. Em so

lucéo nutritiva com baixo cloro, constataram aumento da con-
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dutincia ao potdssio concluinde gue estes composios blo-
queiam a condutancia ao cloro, fato por eles também verifica
do na Miotonia Congénita humana e das cabras. Os autores en-
contraram tal semelhanca entrec a miotonia congenita das ca-
bras e a induzida pelos acidos monocarboxilicos que sugerem

a possibilidade da presenca anormal de um composto similar °

na etiologia desta doenca.

BRODY (50) observou que o 2,4-D e
outro acido aromatico monocarboxilico, © 3-cloro-2,5,8-trime
tilbenzoico, aumentam a atividade da p-nitrofenil-fosfatase
potassio independente (p~NPPase basica) em microsomas isola-
dos do musculo esquelético de rato. Segundo este autor, embo
ra nio esteja completamente provado que este enzima regula ©
fluxo de potdssio para o exterior, O aumento de sua ativida-
de poderia explicar ¢ aumento da condutincia ao potassio ob-
servado na Miotonia Congénita humana, das cabras e a'induzi-
da pelos Scidos aromiticos monocarboxilicos. Se n@o houvesse
um aumento do fluxo de potédssio, a diminuigao da condutancia
ao cloro, descrita nestas condicbes, levaria a uma diminui-
¢do do potencial de repouso, o que nelas nao & observado. O
autor chega a admitir que o aumento da condutdncia ao potas-
sio pode ser o efeito primidrio dos acidos monocarboxilicos .
A tendéncia ao aumento do potencial de membrana por ele pro-
vocada ocasionaria uma diminuigao compensatoria da condutan-
cia ao cloro, o que restabeleceria o potencial de membrana ,

porém, produziria a miotonia.

WINER ¢ cols. (64) observaram o}
desenvolvimento de espasmos musculares em 30 de 41 pacientes

tratados com o agente hipocolesterolemiante 20,25-diazocoles
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terol. Estes espasmos nao eram deloroses, melhorfvaml com ©
exercicio e pioravaﬁ com o frio. Um dos pacienfes queixou-se
de grande dificuldade para abrir a mio apds fechd-la e inten
sa fraqueza muscular. Em 28 pacientes foli feita a eletromio-
grafia que em 27 revelou & percussio ou apos a contragao vo-
luntiria uma descarga de potenciais com o caracteristico som
de "voo em picada'. Nao havia sinais de neuropatia ou miopa-
tia. A dose utilizada por estes.paciehtes variou de 25 mg ,
duas vezes por semana, até 50 mg por dia, via oral, por um
periodo de até 21 meses. Dois meses apds a suspensao da dro-
ga em todos os pacientes houve recuperacao total. Os mesmos
autores injetaram o diazocolesterol por via intramuscular em
cabras normais,’ miotdnicas e heterozigbticas sem sintemas mi
oténicos. Apés 3 semanas de injecgGes diarias de 25 mg, nas
cabras normais e heterozigOticas fol observada descarga mio-
ténica ao eletromiograma, desencadeada peia percusséq do mus
culo. Clinicamente nao foi constatada a miotonia. As cabras
miotdénicas pioraram em muite sua condigfo clinica, havendo
também uma maior duragao das descargas iterativas. Atraveés '
da andlise cromatografica, nos pacientes e cabras tratados
com a droga, foi observada uma queda nos niveis.plasméticos
dos esteroides totais e o aparecimento do desmosterol, o prg'
cursor imediato do colestercl, no plasma, na membrana dos eri
tr6cifos e no musculo. SOMERS e WINER (65) acreditam que SO-
mente a baixa do coiesterol e a acumulacao do desmosterol
nao deve ser responsabilizada pela mioctonia. O Triparanol,
composto ndo esteroide, também inibe a conversdoc do desmoste
rol em colesterol, porém ndo produz miotonia em ratos. Agen-

tes hipocolesterolemiantes que bloqueiam a sintese do acido



mevalonico ndo aumentam o nivel plasmatico dé desmosterol e
igualmente nac produzem miotonia. Por outro lado, uma  agao
miotdxica direta do diazocolesterol independente das altera-
coes na sintese de esterdides também ndo parece ser a causa
pois a miotonia por ele igduzida em ratos pode ser prevenida
por dieta rica em colesterol. A indugdo de miotonia em ratas
exige uma administracao mais prolongada do diazocolesterol .

do que em ratos, o que pode estar relacionado ao fato do co-
lesterol plasmadtico ser mals alto nas femeas do que nos ma-
chos C66). Dada a importdncia do colesterol na estrutura da
membrana, os autores concluem que o diazocolesterol deve pro
duzir seus efeitos alterando o tipo ou quantidade dos este -
voides do sarcolema. WAKAMATSU e cols. (67), partindo da
constatagdo de que o Triparanol embora nazo induzindo mioto -
nia produz catarata e calvicie, sinais encontrados na Distro
fia Miotdnica, procuraram estudar os niveis plasmaticos de
varios 1ipideos nesta condicgfo. Observaram aumento do desmos
terol, colesterol e dos triglicérides, alteragdes que embora
distintas das prodﬁzidas pelo diazocolesterol, levaram-nos a
considerar a possibilidade de uma aberragao hereditaria do
metabolismo lipidico na Moléstia de Steimert. Na Miotonia
Congénita de Thomsen nio constataram essas alteragdes. RUDEL
e SENGES (63) produziram miotonia em ratos alimentando-os ,
por 2 a 4 meses, com uma dieta de 10 mg por dia de 20,25-dia
zocolesterol. Os sintomas miotonicos foram nitidos e o ele-
tromiograma revelou as caracteristicas descargas desta condil
cio. Determinando os parametros da membrana do diafragma isg
lado desses ratos, observaram que o potencial de repouso es-

tava entre -65 e -80 mV, ndo diferindo significativamente do
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contrdle. A resisténcia da membrana encontrada era o dobro

do normal. Posteriormente (60}, utilizandolsolugéo nutritiva
com baixo cloro, puderam verificar que o aumento da resisten
cia da membrana devia-se a uma baixa da condutancia ao cloro,
mantendo-se normal a condutdncia ao potassio. CACCIA (68) ,
procurando produzir miotonia em ratos com o diazocolesterol,
verificou que a mesma ndo aparece quando o musculo € previa-
mente desnervado. A desnervacdo 5 a 10 dias apds o inicio da
miotonia nio afeta a atividade miotonica ja induzida. A cor-
dotomia, mas ndo a rizotomia posterior, também previne o apa
recimento desta condicdo. Os autores concluem que a técnica
por eles utilizada nao permite entender éompletamente os da-
dos encontrados. Sugerem que estudos intracelulares e ultra-
estruturais, bem como bioquimicos que procurem verificar as
relacdes entre a acdo do diazocolesterol e os fendOmenos neu-
rosecretorios centrais poderao elucidar as ligagﬁes entre 0s

mecanismos neurogénicos e esta miotonia experimental.

FULLER e cols. (69) descreveram a
mictonia ﬁroduzida pelo écido.indol—acético. Poucos minutos
apés a injegﬁé intraperitoneal em camundongos, verilficaram
que ©s animais ao tentar se mover mantinham as patas trasel-
ras estendidas e rigidas, num espasmo tonico que impedia a
marcha. Im preparagées neuromusculares cobservaram um aumento
da amplitude.e duragdo das respostas a estimulagado direta e
indireta. Nao foi, entretanto, realizado,eétudo eletromiogra
fico, de forma que a caracterizagac do fenomeno como mioto-
nia requer confirmacfo. Com esta condigao, o.ﬁcido indol-acé
tico seria o primelro cbmposto fisiologicamente encontrado

no organismo a ser identificado como capaz de produzir mioto
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Entre as miotonias produzidas por
drogas, aquela ha mais tempo conhecida € a determinada pelos
alcaldides do veratrum. KRAYER e ACHESON (70), numa extensa
revisao, descreveram os efeitos produzidos pela veratrina no
misculo esquelético de rd. O misculo em repouso tratado com
uma dose apropriada da droga nao demonstra menhuma anormali-
dade. Se entretanto, um breve estimulo lhe € aplicado ou ao
nervo correspondente, a fﬁpida contracdo usual € seguida por
um relaxamente lento que pode durar mais de 20 segundos. Em
seguida, pode ocorrer espontaneamente nova contracgdo secunda
ria, tanto maior quanto maior for a dose empregada. A prepa-
racio curarizada ou desnervada responde a estimulacdo direta
com as mesmas caracteristicas. O eletromiograma durante o reg
laxamento lento e a contragac secundaria revela descargas '
iterativas de potenciais de agao, afastando a_possibildiade
de tratar-se de uma contratura e caracterizando o fenﬁmeno
como miotonico. Solucdes altamente concentradas de veratrina
produzem um encurtamento mantide do misculo, mesmo sem o es-
timulo externo. O cidlcio e a quinina antagonizam estes efei-
tos. O potencial de acgao apresenta-se alterado, com um aumen
to de pds~-potencial negativo, prolongando o periodo de exci-
tabilidade superncrmal. E seguido por descargas de novos po-
tenciais, configurando a resposta iterativa. FRANK (71) uti-
lizou o sartdrio isolado de ra procurando estudar através de
microtécnicas os parametros da membrana. Em repouso notou
uma diminuicdo da resistencia da membrana. Em altas-concen -
tragoes verificou que a veratrina determina uma grande queda

do potencial de repouso. Comprovou o aumento do pos-potenci-
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tencia da membrana. Segundo este autor, o fato de o potenci-
al de membrana ser reduzido durante o pOs-potencial negativo
sob a verafrina, enquanto a condutividade da membrana esta
apenas discretamente aumentada, sugere que este decréscimo
do potencial deve ser devido a um aumento na permeabilidade
ao sodio. Se a reducdo do potencial de membrana fosse devida
a acumulacdo de ions K" na superficie externa da mesma, 0 au
mento da condutividade deveria ser muito maior que o observa
do. A redugdo da concentracgido de sodioc no meio nutritivo eli
mina completamente o aumento da duracdc do pos-petencial ne-
gativo. Estes dados sugerem fortemente que a veratrina deter
mina um aumento da condutividade ao sddio em seguida ao po-

tendial de agdo, o que deve estar relacionado com as descar-

gas iterativas observadas.

Em conclusdo, apds esta resumida
revisao das miotonias humanas, animais e expefimentais, pare
ce licito admitir-se que a miotonia, fendmeno precisamente de
finido c¢linica e eletromiograficamente, apresenta substratos
fisiopatoldgicos distintos nas varias condigdes em Que oCcOoT-
re. Assim, parece haver uma aproximacgao entre as miotonias da
Moléstia de Steinert, da Adinamia Episddica Hereditaria e da
veratrina, nas quais o mecanismo fundamentél serila uma alte-
ragao da permeabilidade da membrana da fibra muscular ac s-
dio. Por outro lado, os fenomenos miotonicos da Miotonia de
Thomsen, da miotonia das éabras e 0s determinados pelos aci-
dos monocarboxilicos e pelo diazocolesterol, também teriam
um mecanismo comum, qual seja, um aumento da resisténcia da

membrana por uma diminuig¢do da condutancia ao cloro.
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OBJETIVO

Este trabalho teve por objetivo ,
contribuir para o conhecimento da acfo da crotamina no mascu
1o esquelético. Esperou-se alcanca-lo através da introdugao
de técnicas ainda ndo utilizadas no estudo das acdes farmaco
10gicas desta toxina, tais como sua injegao em cabras inta-
tas, a realizacido de eletromiografia nestes animais e em pre
.paracdes neuromusculares isoladas, assim como a determinagao
dos potenciais de repouso e potenciais de placa terminal em

miniatura com a utilizacdo de microeletrodos intracelulares.

Ndo ha, na verdade, um interesse
médico imediato no conhecimento mais preciso das agoes desta
toxina, uma vez que ela tem responsabilidade nula na determl
nacgdo da gravidade dos acidentes crotdiicos. Entretanto, seus
curiosos e complexos efeitos no musculo esquelético necessi-
tam ser mais conhecidos, pois, provavelmente, trata-se . de
uma toxina que pode ser utilizada como um instrumento farma~-
coldgico de pesquisa. Segundo ZLOTKIN (72) a toxinologia atu
al ultrapaésa o interesse estritamente médico, podendo as to
xinés se constituifem em instrumentos para o estudo de fend-
menos fisioldgicos essenciais, fontes potenciais de novos
agentes terapButicos e elementos de estudo de relacdes zooe~
coldogicas e de taxionomia de animais pegonhentos. Como exem
plo temos a enorme importancia do descobrimento do mecanismo
de acdo da alfa-bungarotoxina, neurotoxina do elapideo aslia-

tico Bungarus multicinctus. Sua propriedade de se combinar ,




de forma irrcversivel, com os receptores colinérgicos da jun
cio neuromuscular, tem permitido o aprofundamento do - estudo
destes receptores e, por consegulnte, do mecanismo de trans-
missdo neuromuscular (73). A tetrodotoxina com sua proprieda
de de bloqueaf seletivamente a permeabilidade ao sbdioc  nas

membranas excitaveis € outro exemple a ser citado (74).

E necessario conhecer melhor  as
caracteristicas da miotonia induzida pela crotamina. Podemos
estar diante de mais um modelo experimental desta condigao,
o que contribuiria para o esclarecimento de seus mecanismos
fisiopatolbgicos. Nenhuma das substancias até agora conheci-
das como indutoras de miotonia € de natureza proteica. A cro
tamina seria a primeira a ser identificada como tal. Além
dissc, assim como para & Miastenia Gravis parece estar esta-
belecida a presenca de um fator humoral em sua etiologia (75,
76), esta possibilidade tem sido proposta por alguns aﬁtores
também para a miotonia humana, o que aumentaria o 'interesse
por uma proteina capaz de produzi-la. HARPER e DYKEN (77) ob
servaram que de 40 casos de Moléstia de Steinert com inicio
antes dos 5 anos, dos quais conheclam-se 0S pais em 35; 34
deles tinham a mae afetada e apenas 1 o pai. Afastada a pos-
sibilidade de fertilidade diferente entre 0s sexos € a exis-
téncia de um gen distinto para esta forma da moléstia, os au
tores sugerem que algum fator no ambiente intrauterino pode-~
ria estér agindo no sentido de provocar o inicio precoce da
doenca em individuos portadores do gen para Distrofia Miotd-
nica. KRULL e cols. (78), em paciente portador dg Adinamia
Episodica Hereditaria com miotonia, aplicou um garrote no

brago a fim de produzir uma oclusdo isquemica e venosa. Con-
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tragbes repetidas da mao por 15 minutos foram seguidas povr
importaﬁto miotonia generalizada ap0s a retirada do garrote.
Sem as contracoes a liberacdo do garrote nac era seguida de
miotonia. O nivel sérico de potassio no membro nao garrotea-
do permaneceu constante. Retirado sangue da vela cubital do
membro comprimido e estocado a 4°¢, ap0s 8 horas sua injecgao
venosa no paciente provocou miotonia. O potassio sérico ndo
estava elevado no sangue estocado, nem no soro do paciente

durante a miotonia. Este mesmo sangue estocado produziu o fe
nomeno miotdnico comprovado clinica e eletromiografibamente
quando injetado por via venosa em ratos e coelhos. Os auto-
res concluem que a atividade muscular neste paciente 1libera
uma substancia diferente do potassio que produz miotonia ge-

neralizada e pode ser estocada a 4°¢ por pelo menos 8 horas.
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MATERIATL. F METODOS

Foram realizados quatro grupos de

experiéncias:

1. Experiencias em cabras

Em seis experiéncias estudaram-se
os efeitos da injecao intramuscular de crotamina em cabras.
~ Foram utilizados dois animais do sexc feminino, pesando 7,5
kg e 8,5 kg, sendo cada um submetido a tres experiéncias com

intervalo minimo de 8 dias.

Em quatro experiencias foi realiza
do estudo eletromiogrdfico. Captaram-se os potenciais bioelé
tricos musculares através de eletrodo de agulha coaxial.
ApGs passarem por um pré-amplificador Tektronix, tipo 122 ,
foram conduzidos a osciloscopio Tektronix, tipo 502-A e re-
gistrados fotograficamente através de camera fotografica Tek
tronix C-12, acoplada ao osciloscdpio. Em uma experiencia
utilizou-se eletromiégrafo clinico marca Alvar, modeld MYODY
NE IIS, equipado com alto-falante, o que possibilitou a con-

versao sonora dos potenciais

Os animais eram injetados com cro-
tamina na dose de 1 mg/kg de peso e logo submetidos & obser-

vacdo, registrando-se fotograficamente os efeitos produzidos.
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Em seguida, eram colocados em gaicla de Faraday montada so-
bre uma mesa onde permaneciam em decibito lateral, proceden-
do-se entdo a eletromiografia (EMG) com insercgdoc da  agulha
nos misculos proximais das patas posteriores. Registravam-sec
os potenciais musculares espoitaneos e aqueles produzidos pe
la introducdo e movimentacao da agulha. Naoc foi feito o estu
do dos potenciéis evocados mediante estimulagdo elétrica. Enm
uma experiéncia também foi feita EMC previamente a  injecdo
de crotamina. Em outra, durante os efeitos de sua administra
cdo, o animal fol anestesiado pela injecao venosa de pento-
barbital sddico (Nembutal) na dose de 15 mg/kg de peso, para
se obter abolicdo da motilidade voluntiria. Em duas experien
cias, foi realizada a injecdo venosa de solugao de cloreto
de calcio a 10% na dose de 0,25 e 0,50 mi/kg de peso. Em uma
experiéncia a de solugdo de sulfato de quinidina a 0,1% em
sofo fisioldgico na dose de 10 ml/kg de peso. Estas substan-
cias foram injetadas com a finalidade de observar seus efei-
tos sobre as manifestagdes decorrentes da administragao de

crotamina.

2. Preparacgdo neuromuscular em ratos

Realizaram-se trés experiencias em
pregando-se ratos brancos do sexo masculino, com 250 a 300 g.

Foi utilizada a preparacg@o cidtico-gastrocnémio in situ medi

ante o seguinte procedimento: os ratos eram anestesiados com

pentobarbital sddico na dose de 50 mg/kg de peso por via in-
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traperitoneal. Em seguida, praticava—se o isolamento do ten-
dio gastrocnémio de uma das patas (convenientemente fixada),
que uma vez seccionado era unido através de um fio a transdu
tor miogrdfico isométrico EGM para microdeslocamento, modelo
"]inear-core' F-50. Deste, os sinais eram conduzidos a um dos
4 canais do fisidgrafo E§M da Narco Bioﬂsystems, modelo FOUR

-A.

Canulava-se a veia dorsal do pénis
com uma sonda plastica fina para permitir a injecao venosa
de drogas. 0 nervo ciatico era exposto ac nivel da regiao
glutea, procedendo-se a sua ligadura e seccao. A porcao dis-
tal era colocada em electrodo bipolar de platina a fim de rea
lizar-se a excitacdo indireta do musculo. Para tal, utiliza-
vam-se pulsos retangulares fornecidos por estimulador eletro
nico de fabricacdo Grass, modelo S54. Fazla-se a estimulacao
do nervo com estimulos supramaximais de 0,2 mseg de duragao,
na frequéncia de 0,1 Hz. Para a estimulacdo tetanizante uti-
lizou-se a frequéncia de 50 Hz durante 10 segundos. Nao se

realizou a estimulacdo direta do misculo.

Nas tres experiéncias foi feito
também estudo eletromiogrifico do misculo gastrocnémio, cap-
tando-se os potenciais bioelétricos através de insergdao de
agulha coaxial no interior da massa muscular. A aparelhagem
utiiizada ji foi descrita anteriormente. Além disso, os si-
nais fornecidos pelo transdutor miografico foram tambeém con-
duzidos ao osciloscﬁpio, em seu canal inferior, possibilitan
do registros concomitantes mecénico e elétrico do encurtamen

to do musculo.
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Realizaram-se a estimulagdo e os
registros de forma continua.  Apds um periodo controle, os
animais eram injetados, por via venosa, com crotamina na do-

se de 300-500 mcg/kg de peso.

3. Preparacio neuromuscular isolada: nervo frémico-diafragma

de rato

Foram realizadas dezessete experi-

éncias com esta preparacgao.

Utilizaram-se ratos brancos de 250
-300 g de peso. A técnica empregada foi a descrita por BUL
BRING (79). Os animais eram anestesiados pelo hidrato de clo
ral (240 mg/kg, por via intraperitoneal) e sangrados por sec
cdo dos vasos do pescogo. A seguir, procedia-se a retirada
do hemidiafragma esquerdo com um segmento do nérvo frénico
correspondente. O miscuio, de forma triangular, era fixado
por sua base em um suporte apropriado, sendo b vértice unido
por un fio a uma alavanca isotonica cardiaca leve, munida de
pena inscritora, atraves da qual as contragoes eram registra
das em um quimbgrafo. Mantinha-se a preparacao mergulhada em
cuba com 40 ml de solugdo nutritiva. Em trés experiéncias
utilizou-se a solugdo de Tyrode com a seguinte composigac em
mM: NaClt 137; XKCl 2,6; CaC12 1,8; MgC12 1; NaH2P04 0,41; Na
HCO, 11,9; glicose 11,1. Nas cxperiéncias restantes wutili-
zou-se a solucdo proposta por BRETAG, a partir de seus estu-

dos sobre o meio extracelular dos ratos (80}, com a seguinte
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composigdo em mM: NaCl 107,7; KC1 3,48; CaCl, 1,53; Iv1gSO4

0,69; NaHCO3 26,2, NaH2P04 1,67, gluconafo de sbédio 9,64;glu
cose 5,55; sacarose 7,6. A oxigenacao era feita pelo borbu-
lhamento de carbogéenio (95% de 0, e 5% de COZ} no banho. Nas
trés experiéncias em que se utilizou a solucao de Tyrode még

teve~se a temperatura do banho em 36—370C, sendo as demais,

realizadas 4 temperatura ambiente.

A estimulacao elétrica indireta do
diafragma foi realizada colocando-se O nervo fréenico em ele-
trodos de platina, mantidos imediatamente acima do nivel do
banho. Utilizaram-se pulsos retangulares supramaximals com
duracac de 0,2 mseg e frequéncia de 0,1 Hz fornecidos por um
estimulador eletrénico de fabricagdo Grass, modeio S4. A con
tragdo tetanica era obtida com a freduéncia de 50 Hz durante
10 seg. Para a estimulacdo direta do diafragma foram utiliza
dos pulsos retangulares de 100 Volts, 2 mseg de duracao e com

frequencia de 0,1 Hz.

Em doze experiéncias, aleéem do re-
gistro mecanico das contragdoes, fol realizada concomitante-
mente a eletromiografia. Os potenciais eram captados através
de eletrodos de agulha coaxial inserida-no miasculo, utilizan

do-se a aparelhagem ja descrita.

As experiéncias foram realizadas
P e 1y - T Ay e o b T1e - 1 o+ 1 ’f'
procurando-se, de inicio, estabelecer um registro miograftice
e eletromiografico controle das respostas musculares a exci-
tacfo indireta com estimulos isolados e de frequéncia tetani

zante. Posteriormente, adicionava-se a crotamina ao banho,



utilizando-se, em duas das trés experiéncias feitas a 36-37°
C, a dose de 5 mcg/ml e na terceira, 10 mcg/ml. Nas demais,
realizadas a temperatura ambiente, fol utilizada a dose de
15 mcg/ml. A crotamina era em geral adicionada sem interrup-
cao da estimulacgdo elétrica. Em apenas duas experiéncias ela
fol interrompida minutos antes de juhtarﬂsela toxina e somen
te reiniciada minutos apds, a fim de se observar e registrar
eventual contracdo espontanea. A intervalos de tempos varia-
vels apds a adicdo da crotamina procedia-se a estimulacdo te
tanizante. Em duas experiéncias juntou-se ao banho nova dose
de toxina cerca de uma hora ap6s a primeira, a fim de se ve-

rificar a existéncia ou nao de taquifilaxia.

Procurcu~se pesquisar os efeitos
de algumas subsféncias sobre as manifestagSes determinadas
pela crotamina. Assim, em duas experiéncias, apds o registro
controle, adicionou-se d-tubocurarina ao banho mna dose de
10 mcg/ml. Instalado o bloqueio total da preparagdo e manten
do-se a estimulacao indireta, foi adicionada a crotamina na
dose de 15 mcg/ml. Em uma preparagao curarizada, fez-se a'eé
timulagdec direta do misculo e durante a mesma adicionou-se a
crotamina na doée de 5 mcg/ml, mantendo-se a temperatura do
banho aIS?OC. Em quatro experiencias procurou-se verificar
os efeitos da quinidina adicionada ao banho 30 minutos antes
da crotamina (15 mcg/ml). Utilizou-se a dose de 10 mcg/ml em
duas preparacgdes e 20 mcg/ml nas outras duas. 0 efeito do
ion calcio foi estudado reunindo-se aoc banho, previamente '

aos 15 mcg/ml de crotamina, 1,1 ml de uma solugao a 1% de

cloreto de cilcio. Em uma experiencia foram investigados os
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efeitos da crotamina adicionada a uma preparacgao cuja solu-
¢do nutritiva continha baixo soédio. Para isto, fez-se o re-
gistro miogrdfico controle das respostas 2 estimulagdo indi-
reta utilizando-se, a temperatura ambiente, a solucdo nutri-
tiva de Krebs.Ringer com a seguinte composicao em mM: NaCl
135; XC1 5; MgCl2 2 NaHCO3 15; NazHPO4 1; glucose 11. Apos
o registro controle a solugdo nutritiva fol trocada por ou-
tra em que se proturou excluir o ion sddio. Substituiu-se o
NaCl por sacarose numa correspondéncia isosmolar, removeu-5se
0 NaI-ICO3 e NaZHPO4 e adicionou-se 4 mM de tris(hidroximetil)
aminometano (TRIS), titulando-se para pH 7,2 com solugao de
JHC1 SN (81). Manteve-se a estimulagao elétrica até o desapa-
recimento das respostas, quando Qntﬁo juntou-se a crotamina

(15 mcg/ml}. Trés minutos apds, adicionou-se KC1 (1,25 mcg /

nl).

4. Diafragma de rato. Bstudo do potencial de membrapa g dos -

potenciais de placa terminal em miniatura com o  emMprego

de microeletrodo intracelular

Foram realizadas neste grupo vinte

e cinco experieéncias.

Utilizaram-se ratos brancos de 250
-300 g, cujo hemidiafragma esquerdo foi retirado com um seg-
mento do nervo frémico correspondente segundo técnica ja des
lcrita. 0 misculo era estendido e fixado com alfinetes apro

priadeos com sua face tordcica voltada para cima no fundo de
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uma cuba de pefspex com 10 cm de compfimento, 5 cm de largu-
ra e 2 cm de profundidade. A cuba era preenchida com 30 ml
da solugd@o nutritiva proposta por BRETAG, sendo feita a oxi-
genacao da preparagdo pelo borbulhamento de carbogenio. O ba

nho foi mantido a temperatura ambiente.

_Os potenciais de fibras musculares
isoladas eram captados através de microeletrodo (Me) de vi-
dro preenchido com solucao de KC1 3M. Os Mes apresentavam
resisténcia compreendida entre 5-25 ML . Eram.preparados se
manalmente no proprio laboratdrio e conservados em geladei-
ra. Para sua confecgdo utilizavam-se tidbulos de vidro apro-

priade e um '"Microelectrode Puller™ CFP, modelo 8104.

Descrigdo sumidria do circuito:

0 Me entrava em contato por sua ex
tremidade posterior com filamento em espiral de prata clore-
tada contido no interior de pequenc tubo de vidro (2 cm de
comprimento) preenchido com agar. Encaixava-se em uma das ex
tremidades desse tubo, saindo.pela outra, um fio_éomhmor que
unia o filamento de prata a um seguidor catdodico. O pequeno
tubo de vidro era sustentado pelo brago de um micromanipula-
dor Jena acoplado a um microscopio Zeiss para aumentos de
até 40 x. Este equipamento permitia realizar pequenos deslo-
cameﬁtos verticais ou horizontais microscopicamente controla
dos do Me. O seguidor catbdico estava posicionado proximo ao
brago do micromanipulador e conmectava-se aos dols canais de
um osciloscopio Tektronix, modelo 502-A. O eletrodo indife -
rente, constituido por um £io espiralado de prata cloretada

contido em um tubo de vidro curvo preenchide com agar, manti
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nha-se mergulhado no liquido nutritivo. Estava ligado por meio
de um fio condutor a um gerador de impulsos capaz de forne -
cer sinais de 100, 20, 5, 1 e 0,2 mV. A preparacgao é toda a
aparelhagem empregada, exceto o osciloscopio, permaneciam no
interior de uma gaiola de Faraday montada sobre uma mesa ri-
gida de cimento fixada ao solo a fim de evitar vibragoes. O
circuito descrito estd esquematizado de forma simplificada
na Fig. 2A. No artigo de EXCELL (82) encontram-se maiores de

talhes sobre as caracteristicas dos aparelhos utilizados.

Procedimento:

Apbs ser retirado de seu  suporte
de estocagem, o Me era encaixado no pequeno tubo de vidro que
continha o filamento de prata cloretada. Fixava-se o conjunu-
to no braco do micromanipulador, ligando-se o fio condutor ao
seguidor catddico. Procedia-se entdo 4 medida da resisteéncia
do Me mergulhando-o na solug¢do nutritiva e introduzindo em
paralelo no circuito uma resisténcia de valor conhecide ( 20
M& ) (Fig. 2B, 2C). Eram desprezados aqueles cujas resisten
cias nio estavam compreendidas entre 5-25 ML . A determina-
cdo do potencial de membrana (PM) das fibras musculares era
feita da seguinte maneira: sob controle microscopico, inseri
a-se o Me no interior de uma fibra muscular e media-se o des
locamento vertical sofrido pelo canal superior dos osciloscd
pio no momento de penetracao. Repetia-se o mésmo'procedimenn
to em dez fibras distintas em periodos de tempo nao superior
a um minuto e calculava-se a média aritmética das dez leitu-
ras realizadas. O PM era determinado multiplicando-se o va-

lor da média por um fator de correcdo. Este era estabelecido
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introduzindo-se no circuito um sinal de 100 mV e medindo-se

a deflexdo correspondente mo osciloscopio.

Em trés experiéncias fizeram-se de
terminacoes periddicas do PM sem adicao de nenhuma droga a
fim de se verificar por quanto tempo seu valor permanecla es

tivel nas condicdes em que eram mantidas as preparagoes.

Em dez experiéncias verificou-se o
efeito da adicdoc de crotamina sobre o PM. Utilizaram-se as
doses de 5 mcg/ml em trés experiéncias, 15 mcg/ml em quatro
e 30 mcg/ml nas trés restantes. Logo apos a determinacgao con
trole do PM juntava-se a toxina, medindo-se o potencial apds

30 seg, 10 min, 30 mim e 1h e 30 min.

Procurou-se estudar o efeito da
adicao prévia de algumas substancias sobre as eventuals alte
racbes do PM determinadas pela crotaminaiutdose de 15 mcg/ml
Assim, em duas experiénecias a quinidina na dose de 20 mcg/ml
foi juntada a0 banho 30 minutos antes da crotamina. Em uma
experiéncia foi adicionada d-tubocurarina na dose de 10 ‘mcg/
ml e somente 1 hora apos, quando se verificou o bloqueio com
pleto da preparagdo pela ndo resposta a estimulagao ¢1étrica
indireta, procedeu-se a adicao da toxina. Em duas experién-
cias utilizou-se a tetrodotoxina (TTX) na dose de 0,2 mcg/ml.
Quando a preparagao ndo mais respondia & estimulacdo indire-
ta, juntou-se a crotamina. Em duas experiéncias utilizou-se
a solugdo com baixo sbédio, cuja composigao ja foi relaciona-
da. Media-se o PM em solugdo de Krebs-Ringer e, posteriormen

te, em solugdo com baixo sodio, adicionando-se a  crotamina
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30 minutos apds a troca de solugdo para observar, nestas con
digdes, seu efeito sobre o PM. Em uma das duas experiéncias
com baixo sodio, 7 minutos apos a crotamina, adicionou-se o

KC1 (1,25 mcg/ml).

Em trés experiéncias procurou-se '
observar os efeitos da crotamina.[?,S mcg/mi) sobre a ampli-
tude e frequéncia dos potenciais de placa terminal em minia-
tura (MEPP)}. Eram eles captados inserindo-se o Me em uma fi-
bra muscular ao nivel da placa motora. Definiam-se seus para
metros controle antes da adigdo da toxina pela média aritmé-
tica de trés leituras de 3 minutos de duragdo com intervalo
de 10 min entre elas. Apds a crotémina, faziam-se leituras
aos 30 seg e a cada 15 min com um periodo total de observa -
¢do de 2 horas. Em uma experiéncia pretendeu-se verificar os
efeitos da adigdo prévia de TTX (0.2 mcg/ml) nas eventuais
alteragoes da amplitude e frequéncia dos MEPP  determinados

pela crotamina (7,5 mcg/ml).

- Crotamina

A crotamina utilizada na presente
pesquisa foi obtida e cedida pelo Prof. C.J. Laure do Depar-
tamneto de Bioquimica da Faculdade de Medicina de Ribeirao
Preto. A seguir, transcrevemos a descricio do método de prepa

ro da toxina, fornecida pelo Prof. Laure:

“"A pegonha de Crotalus durissus

terrificus crotamino-positiva é colhida sob gelo e cristali-
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zada sob vacuo em dissecador contendo hidroxido de sodio a
2%, Una vez obtidos os cristais ( cerca de 24 horas) sao
eles tratados com sclugao de acido acetico 0,1 M. A seguir,
centrifuga-se a suspensao a 15,000 rpm. Toma-se o sobrenadan
te limpido e abaixa-se o seu pH com Acido €rmico 0,1 M até
pH 3,5. Caso surja precipitado, o mesmo € novamente centrifu
gado ¢ desprezado. A amostra & entdo (400 mg de peconha bru-
ta inicial) colocada numa coluna de Sephadex G-75, 4 x 50 cm
equilibrada com tampio formiato de amonia 0,05 M, pH 3,5 e
eluids com o mesmo. Volumes de 5 ml cada 10 minutos sao reco
lhidos em coletor de fragdes e sua absorgao medida.em 280 mp
em espectrofotﬁmetfo Zeiss., Quatro ou cinco picos s&do obti
dos dependendo da origem das peconhas. O componente de nume -
ro 4 corresponde ao ''pool” de crotamina. O mesmo & separado,
Tiofilizado e recromatografado na mesma coluna como anterior
mente. Leituras espectrofotométricas sao feitas em 280 mp,
separando contaminantes de outros pices. O pico principal &
concentrado através de liofilizagao. A'seguir, tudo é_diali—
sado a 4°C contra dgua destilada. Testes na dgua de didlise
do ijon ambnio sdo feitos com reagente de Nessler, até serem
absolutamente negativos. Uma vez negativo o teste de Nessler,

a amostra & liofilizada e guardada ao abrige da luz.”

- Drogas e Reagentes utilizados

As drogas e reagentes utilizados

na presente pesquisa foram os seguintes:
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pentobarbital sédico ("Nembutal") - Abbott Laboratorios do
Brasil Ltda., SP.

Hidrato de cloral - Pantofarma Ltda., SP.
Sulfato de quinidina - Fluka AG Chemische Fabrik, Suiga.
d-Tubocurarina - Abbott Laboratorios do Brasil Ltda., SP.

Tetrodotoxina - Sigma Chemical Company, EUA.

Cloreto de calcio, PA - J.T. Baker, EUA.

Cloreto de sodio, PA - E. Merck AG, Darmstadt, Alemanha.

Cloreto de potdassio, PA - J.T. Baker, EUA.

Cloreto de magnééio, PA - Carlo Erba, Italia.

Fosfato mnonobasico de soédio, PA ~ J.T. Béker, EUA.

Fosfato dibisico de sédio, PA - Carlo Erba, Italia.
Sulfato de magnésio, PA - E. Merck AG, Darmstadt, Alemanha.
Bicarbonato de sddio, PA - Carlo Erba, Italia.

Cluconato de sodio - Sigma Chemical Company, EUA., -

Glicose, PA - Quimibras IndGstrias Quimicas Ltda., Rio de

Janeiro.

Sacarose, PS - Quimibras Indistrias Quimicas Ltda., Rio de

Janelro.

Tris(hidroximetil)aminometano - E. Merck AG, Darmstadt,

Alemanha.

Zcido cloridrico - KIKION Indistrias Quimicas, SP.
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RESULTADOS

1. Experiéncias em cabras

Num periodo variavel de 4 a 25 mi-
nutos apés a injecac intramuscular de crotamina apareciam oS
primeiros sinals de intoxicacdo. O animal comegava a apresen
+ar andar instavel, tendendo a alargar sua base de sustenta-
¢do, observando-se frequentés quedas. Poucos minutos apds ,
apareciam crises de hipertonia nos musculos extensores, prin
cipalmente das patas posteriores. Estas crises surgiam espon
taneamente ou quando o animal iniciava a marcha. Atingiam
ora um membro, que ao se manter em extensao agravava acentua
damente a dificuldade a marcha (Fig. 3A), ora os dquatro mem-
bros, o gque em geral determinava a queda do animal. Uma vez
no solo ali permanecia por alguns segundos com os membros e
0 pescogo em extensiao (Fig. 3B). As tentativas de levantar-se
frequentemente desencadeavam novas crises hipertonicas. Quan
do novamente sobre suas patas, persistia a instabilidade da
marcha, a qual frequentemente se superajuntavam novas CTiscs.
Através da percussdo da musculatura ndo foi possivel desenca
dear fendmeno miotdénico visivel. Nio se observou em nenhum
momento dificuldade respiratdria, perda de consciencia ou dis
+Grbios autonomicos. A sintomatologia descrita repetiu-se de
modo uniforme em todas as experiéncias realizadas. Cerca de
2 horas ap6s a injecdo de crotamina o quadro tendia a regre-

dir totalmente, desaparecendo em primeiro lugar as crises de



gura 3A - Cabra injetada com crotamina. Notar hiperto-

Figura 3B - Cabra injetada com crotamina. Ani i
a 2 i : ; n Y . Animal caido ao
a4 em extensao de uma das patas posteriores. .

solo com crise de hipertonia em extensao do pescocc e das
quatro patas.

Figura 3C - EMG do quadriceps femural
de cabra injetada com crotamina. Ani-
mal anestesiado. Potenciais espontane
os uni ou di-fZsicos de pequena ampli
tude e duracao desencadeados pela in—
sercao do eletrodo de agulha. Foto ti
rada durante fase de decrescimo da
frequencia.

100 uV

10 mseg
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hipertonla e posteriormente a instabilidade da marcha. Em
uma das experiéncias, quando ndo mais ocoxriam as cfises, PO
rém persistia a dificuldade de locomogao, foili injetada por
via venosa solucdo de cloreto de calcio a 10% e observou-se
de imediato regressdc total e definitiva da sintomatologia.
Em outra experiencia, a injecdo de quinidina nesta mesma fa-

se nao alterou o quadro.

0 estudo eletromiografico destes
animais revelou, logo apds a insergao da agulha, descargas
de potenciais mono ou difidsicos de pequena amplitude (50-150
pv), curta duracao (1-2 mseg) e de frequencia multo alta no
inicio, com tendéncia a diminuigao progressiva. A movimenta-
¢ao da agulha desencadeava novas descargas destes potenciais;
Na experiéncia em que foi possivel.sua conversao sonofa, po-
de-se ouvir o ruide de "voo em picada' idéntico ao produzido
pelos potencials miotdnicos observados em pafologia humana.
A EMG realizada entes da injegdo de crotamina ndo revelou a
presenca destes potenciais. Em animal anestesiado a EMG foil
semelhante 2 ja descrita (Fig. 3C). Em uma experiéncia a in-
jecdo venosa de solucac a 10% de cloreto de cdlcio determi-
nou uma nitida diminuicdo da duracdo das descargas obtidas

pela movimentagdo da agulha.

2. Preparacdo neuromuscular em ratos

Em todas as experiéncias, cerca de
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10 a 20 seg ap0s a administracao venosa de crotamina, ob-
servou-se uma contragdo muscular espontanea rapidamente pro-
gressiva, atingindo em 10 a 15 seg um limite maximo de encur
tamento. A amplitude desta contragao inicial mostrou-se pro-
porcional & dose de crotamina empregada, sendo mailor quando
se utilizou 500 mcg/kg. Apds uma estabilizacao de 308.40.569
o miasculo comecava a se relaxar, voltando a seu estado inici
al em cerca de 70 a 90 seg. Durante a fase de encurtamento a
amplitude das respostas aos estimulos isolades diminula pro-
gressivamente, chegando a desaparecer totalmente nas experi-
éncias em que se utilizou 500 mcg/kg (Fig. 4). Com o relaxa-
mento do misculo, estas respostas retornavam e sua amplitude
crescia gradativamente. Ac se restabelecer a linha de base,
eram por vezes cerca de 8 a 10% maiores que o controle e as-
sim permaneciam por 5 a 7 minutos, quando reassumiam seu ta-
manho inicial. Esta fase de aumentc na amplitude das respos-
tas aos estimulos isolados, ultrapassando o tamanho controle,
foi mais nitida quando se utilizaram doses menores, de 300 mcg/
kg (Fig. 5). A intervalos de tempo variaveis e aparentemente
sem fatores desencadeantes, esta sequéncia de eventos podia
repetir-se de forma completa ou nio, mais frequentemente quan-
do se utilizavam doses maiores. Por vezes, observava-se tran
sitoriamente uma dificuidade & descontragdo apbs a Tresposta
a um estimulo isolado {Fig. 6A). A estimulagdo indireta com
estimulos tetanizantes provocava uma contrac¢do tetanica nor-
mal, porém, as vezes, seguida de contragéd-esponténeacmnjni~
cio durante a fase de relaxamente do téfano denominada after
—contraction” (Fig. 6B). Este fendmeno, também podia ser ob-

servado em seguida & resposta a um estimulo isolado {Fig. 6,
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Figura & - Preparagao neuromuscular in vivo: ciatico- gastrocn@mio de ra-
to. Injegao venosa de 500 mcg/kg de peso de crotamlna. Em cima - regis-—
tro miografico em fisiografo: respostas musculares a estimulacao eletri-
ca indireta antes e dep01s da injeczo da toxinma. Estimulos eletricos su-
pramaximais com frequencia de 0,1 Hz. "Marker' 5 seg. Fotos 1 a 4 (obti-
das nos instantes assinalados) — canal superior: eletromiografia. Sensi-
bilidade 50 uV/ecm; velocidade 1 cm/10 mseg. Canal inferior: registre mio
grafico das respostas a estimulos 1solados. Nas fotos 2 e 3 ha desapare—
cimento dessas respostas. Em 4, pouco apbs o retorno & linha de base .
elas apresentam amplitude e duragao discretamente malores que o centrole.




rh

B
g
nuln.ﬂ ......
i 1
=1

] I
i |

[ et
-
!

i H
|
Thaes
=

T
Mo |

3 I—
[

1 i

[ PNy

I H
e

2
4

Foto
Foto

1

Foto
Foto




- 50 -

A

1

'Frété 5 E L i ! _%otoj2dg f |
. } . . H H . i . { A B
I}{___L-i__'l_._{‘_U__.i_i_l iiiiiii CELTTTH Iil RRENH! Iil AN EREEE RS AN U R N

i |
1 i ! | ! i

I SN S U

Figura 5 - Preparacao neuromuscular ciatico-gastrocnémio de rato. Inje—
cdo venosa de 300 mcg/kg de peso de crotamina. Fm cima - registro em fi-
sidgrafo das respostas musculares a injecdo da toxina, mantendo-se cons-
tante a estimulagao elétrica supramaximal com frequéncia de 0,1 Hz. No-
tar a contracho inicial menor que a verificada com 500 meg/kg, o nao de-
saparecimento das respostas a estimulos isclados e ¢ aumento de sua am—
plitude ao retornar i linha de base. "Marker"” 5 seg. Fotos 1 e 2 - canal
superior: EMG controle e logo apds retorno 3 linha de base. Na foto 2 ,
verifica-se descarga de pequenos potenciais em seguida ao potencial de
unidade motora somatorio. Sensibilidade 50 uV/cm; velocidade 1 em/5 mseg.

Canal inferior: registro miografico das respostas musculares aos estimu-
los isolados.




- 51 -

Figura 6 - Preparagao neuromuscular in vivo: ciatico-gastrocnemio de ra—
to. Cerca de 1 hora apds injecdo venosa de crotamina (300 meg/kg). Velo-
cidade 1 cm/20 seg. Fm A ~ resposta muscular ao estImulo eletrico isola-
do observando—se dificuldade 3 descontragao; em B - contragao tetanica
seguida de "after-contraction' iniciada durante a fase de relaxamento ;
em C - meemo fendmeno apos resposta a estimulo elétrico isolado; em D -
cerca de 40 seg apds C , tendéncia ao desaparecimente da "after—contrac—
tion"; em E — alguns minutos apds C e D, resposta normal ao estimulo iso
lado.
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C,D, E}). Nova injeglc de crotamina na mesma dose, cerca de

uma hora apds a primeira, nido determinava nenhum tipo de res

posta muscular, configurando-se, portanto, uma taquifilaxia.

0 estudo eletromiografico revelou
em todas as experiéncias, logo apds a injegao venosa dé cro-
tamina, durante a fase de encurtamento do masculo, o apareci
mento de potenciais de pequena amplitude (50-150 pv) e alta
frequéncia inicial com tendéncia a diminuir a medida que o mis
culo se relaxava. Logo apds se restabelecer a linha de base,
ainda era possivel observar-se em segulda ao potencial de u-
.

nidade motora somatdrio, descarga de pequenos potenciais

(Figs. 4 e 5).

de rato

Nas duas experiéncias em que se u-
tilizou a dose de 5 mcg/ml de crotémina, mantendo-se a tempg
ratura do banho em solucdo de Tyrode a 36-37°C, observou-se,
imediatamente apds a adigdo da toxina, uma contracdo do mis -
culo cujo tempo de duragdo compreendido desde seu inicio até
o retorno a linha de base foi de 5 minutos. As respostas aos
estimulos isolados mostraram um aumento gradativo de sua am-
plitude acompanhando a contragdo muscular, atingindo, quando
do retorno a linha de base, cerca de 2-2,5 vezes seu tama-
nho inicial (Fig. 7A)}. Este se restabelecia apos aproximada-

mente 60 minutos.

Na experiéncia em que, mantidas as
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mesmas condigOes anteriores, utilizou-se a dose de 10 mcg/ml
de crotamina, pouco antes de sua adigdo suspendeu-se a esti-
mulagdo, podendo-se observar imedlatamente apés a toxina, a
ocorréncia de contracido espontanea do miusculo com duragdo de
5 minutos. Ao se reiniciar a estimulacgi@o elétrica, quando a
linha de base ja havia se restabelecido, as contragoes muscu
lares apresentavam amplitude reduzida, com cerca de 60% do
ramanho controle. Verificou-se entfio um aumento progressivo
dessas contragoes que voltaram a seu valor inicial 16 minu-
tos apos a crotamina. O incremento persistiu,chegandc a atin
gir 3,5 vezes o tamanho controle 30 minuteos apdés a toxina .
Seguiu-se um decréscimo gradative, com © restabelecimento da
amplitude inicial apds 1 hora (Fig. 7B). Nesta experiéncia,
identificaram-se portanto, trés fases distintas na Tresposta
nuscular 3 adigdo da crotamina., A primeira fase, coﬁstituida
pela contragao espontdnea; a segunda fase de diminuicao da
amplitude das respostas aos estimulos isolados e a tercéira
fase-que se iniciou cerca de 16 minutos apds a adigao da to-
xina, caracterizada por um aumento da amplitu&e das Trespos-

tas com duracgido de 1 hora.

As experiéncias restantes foram re
aiizadas i temperatura ambiente, utilizando-se a sdlugéo nu-
tritiva proposta por Bretag e a crotamina na dose de 15 mcg/
mi. Neste grupo nao se observou a ocorréncia sistemitica das
tras fases, faltando ora a segunda ora a terceira fase, que
quando presentes, nao foram tdo nitidas e duradouras. A pri-
meira fase, constituida peia contragdo espontanea, pelo con-

tTario, manifestou-se de forma constante, imediatamente apos
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a adigdo da crotamina, com grande amplitude e duragao (Fig .
7C), ndo havendo por vezes até 1 hora apdés a adigdo da toxi-
na um retorno completo a linha de base. Sem fator desencade-
ante aparente a contragao espontanea podia repetir-se a in-
tervalos de tempo variaveis. Em algumas preparacdes, apos cer
ca de 1 hora, observou-se uma diminuicao progressiva das res
postas musculares, ocorrendo as vezes ¢ desaparecimento to-

tal das mesmas em 2 horas.

Com as trés doses utilizadas obser
vou-se a “after-contraction" apbs. a estimulagdo tetanizante.
Este fenomeno praticamente nao se repetia se, logo apés o re

laxamento, produzia-se novo tétano (Fig. 8).

Nas duas experiencias em que se pro
curou verificar o efeito da administragao préﬁia de d-tubocu
rarina, observou-se que apos o bloqueio da preparagao, man-
tendo-se a estimulacdo indireta, a adicdo de crotamina ( 15
mcg/ml) era seguida imediatamente por contragao muscular es-
pontanea. Esta apresentava uma fase de encurtamento pouco
mais lenta e uma amplitude cerca de 30% menor do que as verl
ficadas nas preparagdbes nao curarizadas. Durante a contracgao
havia uma reversdo parcial do bloqueio que voltava a ser com

pleto com o retorno a linha de base (Fig. 9).

Na experiéncia em que apds a cura-
rizacdo da preparacdo iniciou-se a estimulacao direta, Imedi
atamenfe em seguida a adigdo de crotamina (5 mcg/ml} houve
um encurtamento do misculo. Ja durante este encurtamento ob-

servou-se um aumento da amplitude das contracgdes, que perdu-



Figura 8 - Preparacac neuromuscular isclada: frenico-diafragma de rato
"After—-contraction” apos contragao tetanica, O fenomeno se repete apenas
parcialmente se noveo tétano & provocado logo apos o relaxamento.

T dTc Tcrot.

Figura 9 - Preparagac neuromuscular isolada: frenico-diafragma de rato.
Efeito da d-tubocurarina sobre contragac espontanea provocada pela crota
mina. Notar reversio parcial do blogueio durante a contracdo crotaminica,
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rou por cerca de 60 minutos. Apos este periodo de tempo, as
contragbes voltaram a amplitude controle, tendendo posterior
mente a desaparecer, o que ocorreu 2 horas apos a adigdo da

toxina.

‘Nas experiéncias em que a quinidi-
na foi juntada preliminarmente, observou-se antagonismo a
contracaoc provocada pela crotamina. Com 10 mcg/ml de quinidi
na a contracio atingiu cerca de 35-40% e com 20 mcg/ml nao
chegou a 10% do tamanho habitual (Fig. 10, A; B). Nestas pre
paragbes observou-se aumento da amplitude das respostas mus-
culares aos estimulos isclados ja em desenvolvimento  antes

da adicdo da crotamina. Com as duas doses empregadas houve

abolicio da "after-contraction" apds o tétano (Fig. 10A}.

A adicdo prévia de cloreto de cal-
cio antagbnizou a contracdo espontdnea provocada pela crota-
mina de forma equivalente a quinidina na dose de 10 mcg/ml
uma vez que a amplitude atingida fol cerxca de 40% do contro-
le. Ao se restabelecer a linha de base houve aumento de cer-

ca de 40% na ampiitude das respostas a estimulacao indireta.

Na experiéncia em que se utilizou
solugade nutritiva com baixo s6dio, logo apds o desaparecimen
to das respostas a estimulagao elétrica juntou-se crotamina
(15 mcg/ml) ao banho, nao ocorrendo a contragao muscular es-
pontanea. Apbés 3 minutos, reuniu-se ao bamho KCI (1,25 mcg /
ml), observando-se imediatamente O desenvolvimento da cohtrg

tura (Fig. 11}.

0 estudo eletromiografico .revelou
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Figura 10 - Prepar a«;ao neuromusc cular isolada: fr enico-diafragma de rato.

Antagonismo da quinidina a contragao muscular espontanea produzida pela
cr otamina, Em A — 10 mcg/ml de quinidina. Notar antagoni ismo t ambem do
"after—contraction” apos o tetano., Em B - 20 mc cg/ml de quinidina.
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L

T gol. com baixo Na+ Tcrot. TKCI

Figura 11 - Agao da crotamina na preparagio neuromuscular isolada fréni-
co-diafragma de rato em solugao nutritiva com baixo sodio. Adicao poste—

rior de KC1 (1,25 meg/ml).
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durante a contracdo espontinea que aparecia apds a adigdo de
crotamina, a presencga de petenciais de pequena amplitude (50
-150 uV) e curta duracgdo (1-2 mseg) cuja frequéncia decrescia
acompanhando o relaxamento do musculo (Fig. 12, Foto 2). Quan-
do no registro mecdnico, em seguida a contragiolinicial es-
-pontﬁnea, aparecia uma diminuigao da amplitude das respostas
aos estimulos isolados, observava-se eletromiograficamente
uma diminuicZoe no tamanho do potencial de unidade motora so-
matorio. O aumento da amplitude das respostas tinha sua cor-
respondéncia eletromiografica na presenga de outros potenci-
ais em seguida ao potencial de unidade motora somatorio, 0
que ds vezes chegava a sugerir que o seu numero de fases se

mostrava aumentado (Fig. 12, Foto 3)}. Durante a "after-contrac

tion'" observou-se no registro eletromiografico a presenga

dos mesmos pequenos potenciais verificados durante a contra-

cdo inicial (Fig. 12, Foto 4}.

Nas experiénciaé em gque se tratou
a preparacdo com d-tubocurarina, durante a contragdo espont@
nea determinada pela crotamina, notou-se também a presenga
dos pequenos potenciais ja descritos. Com a quinidina, nas
duas doses empregadas, nao se cobservou a presenga desses pe-
quenos potenciais durante a contragao espontanea parcialmen-
te inibida. A mesma auséncia foi constatada na experiéncia

com o cloreto de calcio.
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Foto 1 crot. Foto 2 Foto 3

Foto 4

Foto 3

100 pv _
Preparacao neuromuscular isolada: frenico—diafragma de rato.

Figura 12 -
acima) e eletromiografico (Fotos 1, 2, 3 e 4).

5 mses Registro miografico (
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4. Diafragma de rato. Estudo do potencial de membrana € po-

tenciais de placa terminal em miniatura com a utilizagido

de microeletrodo intracelular

Nas trés experiencias em que Se¢
procurou verificar por quanto tempo, nas condigoes dadas,
mantinha-se estiavel o valor do PM, pode-se constatar que por
até 2 h era ele praticamente imutavel. Com efeito, a meédia
dos potenciais no inicio das experiéncias fol de -82 mVy e
apos 2 h de -79,2 mV,.uma reducdo de apenas 3,4%, nao consi-

derada significante.

A adicdo de crotamina determinou
em todas as experiéencias, uma despolarizagao da membrana das.
fibras musculares. A queda do PM foi sempre imediata, verifi
.cada jd na primeira determinagdo aos 30 seg. Na Tabela I es-
tio relacionados os valores do PM segundo a dose de crotami-
na empregada e o intervalo de tempo apos sud adigao. Observg
_ce uma nitida correlacgfo entre a dose empregada e O grau de
despolarizagao. Com 5 mcg/ml, aos 30 seg, momento em que COM
esta dose o registro miogrdfico ja revela una contracao es-
pontdnea, a despolarizagao & minima. A queda do potencial de
repouso aos 30 seg, com 15 mcg/ml e 30 mcg/ml, e de magnitu-
de aproximada, revelando-se bem mais intensa com 30 mcg/ml
apenas nas deferminagaes seguintes. Com todas as doses, pare
cé haver uma rapida progressao da despolarizacgao no interva-
10 entre 30 seg e 10 min, tornando-se mais lenta sua evolu -

cio no periodo seguinte entre 10 e 30 minutos.
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Nas duas experiencias com quinidi-
na os PM controle eram -75 mV e ~78 * 6 mV e, 30 minutos apos
a quinidina, respectivamente, -75 mV e -75,5 # 2,4 mV. Trin-
ta segundos apds a érotamina na primeira experiéncia nao foi
possivel fazer a determinagdo e na segunda o potencial mante
ve-se em -75,5 £ 2,4 mV. Dez minutos apbs, na primeira expe-
riéncia, o potencial foi de ~71 mV (redugao de 5,3%) e na se
gunda de ~75 + 1,9 mV. Considerou-se insignificante a peque-
na variacio observada, concluinde-se pelo antagonismo da qui
nidina (20 mcg/ml) & despolarizagao promovida pela crotamina

(15 mcg/ml}.

Na experiencia com d-tubocurarina,
o potencial de membrana controle foi de -77,6 £ 5,1 mV e, uma
hora apds a adigao de d-tubocurarina, ja tendo se estabeleci
do o bloqueio neuromuscular completo, foi.de -78,4 £ 4,8 mV.
Dez minutos pGSHcrotamina o PM caiu para 53,2 £ 4,4 (reduglo
de 32,14%). Trinta minutos apbds a crotamina seu valor era de
-50,4+10,3 mV {redugao de 35,7%). Dos resultados desta experi

sncia concluiu-se que em preparagoes curarizadas mantém-se o

efeito despolarizante da crotamina.

Nas duas preparagbes em que se jun

tou previamente a TTX, obteve-se © seguinte resultado:

Exp. ©PM controle PM pos TTX 30 seg pos 10 minutos 30 minutos
(prep. bloq.} crotamina

1 78 * 4,6 81 + 4,8 =79,5 + 6,0 —80 & 3,2 -84 % 8,4

2 -85 + 4,5 80 + 5,9 -86,0% 8,4  -86 % 4,0 -83 & 4,8

Em ambas experiéncias ficou eviden

ciado o antagonismo da TTX & despolarizacao determinada pela
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crotamina.

Foram também duas, as experieéncias
em que se procurou verificar o efeito da adigao de crotamina
sobre o PM em solucgdo com baixo sddio. Na primeira, 7 minu-
tos apbs a crotamina, adicionou-se KC1 (1,253 mcg/ml) e obti-

veram-se o0s seguintes resultados:

PM controle PM sol. Na 30 seg pdos 6 min pos. 30 seg pos 20 min pos

{prep. bloq.) crotamina crotamina KC1 KCL
-74 % 6,1 -76 £ 5,1 -75 + 3,4 -73,0x 1,9 -50 + 8,6 -49 + 6,9
-74 + 3,3 —74 + 4,4 — -12,5+ 5,7 — : -

Como se observa, o efeito despola-
rizante da crotamina nio ocorreu em solugdo com baixo sodio.
Manteve-se, pelo contrario, a despolarizacdo produzida pelo

XC1.

Em trés experiéncias procurou-se
verificar o efeito da adigdo de crotamina na amplitude e fre
quéncia dos potenciais de placa terminal em miniatura (MEPP).
Em todas, os resultados foram coincidentes. Logo ap6s a adi-
cao da toxina; aparecian contragaes'musculares que dificulta
vam em muito a observacdo dos potenciais. Apos cerca de 15
minutos, a linha de base tornava-se estavel, o que permitia
verificar que, a intervalos de tempo variados, ocorriam gran
des descargas de MEPP com duracao de até 30 minutos. Durante
as mesmas, a frequencia era muitas vezes de dificil contagem,
frequentemente acima de 400 poTr minuto (Fig. 13). ApOs estas
descargas os potenciais voltavam a frequéncia anterior. Quan

to a amplitude média dos MEPP, foi sempre verificada uma que
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Figura 13 - Diafragma isolado de rato. Potenciais de p]aca terminal em
miniatura (MEPP). Acima, registro controle. Abalxo, a esquerda, 1 hora
e 48 min apos crotamina (7,5 mcg/ml). Abaixo, a direita, 2 h e 15 min
pos-crotamina. Acima, sensibilidade 1 mV/cm, Velocidade 2 Seg/cm Abai-
xo, sensibilidade 0, 5 nV/cm, velocidade 2 SEU/Lm Notar abaixo a esquer
da grande aumento da frequanc1a e diminuicao da amplitude dos MEPP. A-
baixo 3 direita, logo apos o termino da descarga registrada a esquerda,
MEPP com amplitude e frequencia diminuidas em relagao ao controle. Aci-
ma, 54,57 dos MEPP com amplitude entre 0,6 e 0,8 mV e 4,37 entre 0,2 e
0,4 mV. Abaixo, 3 esquerda, 817 dos MEPP com amplitude entre 0,2 e 0,4
mV; a direita, 94,5% dos MEPP com amplitude neste intervalo.
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da acentuada ap0s a adigao da crotamina (Fig. 13).

Em uma experiencia, adicionou-se ,
ao banho, a tetrodotoxina (TTX) e apds 30 minutos a crotami-
na. Houve desaparecimento das contracGes musculares e nao se
verificaram os periodoé de aumento da frequeéncia dos MEPP ,

nem a diminuigao da amplitude dos mesmos.
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DISCUSSAO

Escolheram-se cabras para a obser-
vagao dos efeitos da crotamina no animal intacto por apresen
tarem miotonia congénita, com quadro clinico bem definido (31,
32), possibilitando assim, um estudo comparativo entre as
duas condigdes. De fato, nas publicacfes citadas ha descri-
cao minuciosa das caracteristicas das crises de hipertonia ,
seu modo de aparecimento, membros preferencialmente atingi-
dos, atitudes assumidas pelos animais, sendo entdo possivel
verificar que quanto a estes aspectos as crises produzidas
pela crotamina sdo muito semelhantes as descritas em cabras
miotGnicas. O registro fotogrdfico encontrado no trabalho de
KOLB mostra os animais em atitudes superponiveis dquelas ve-
rificadas com a crotamina. Apesar destas semelhancas, algumas
diferencas merecem ser destacadas. Nao foi possivel produzir
contracdo miotdnica visivel pela percussdo dos miusculos, fa-
to observade nas cabras miotdnicas. Nestes animais sﬁo. des-
crifas apenas as crises de hipertonia, mantendo-se o animal
enm condigBes'normais nos intervalos entre elas. Em nossas ex
periéncias, além das crises de hipertonia, verificou-se no
intervalo intercritico uma grande dificuldade a marcha. Esta
dificuldade foi interpretada como devida a uma diminuigao da
forga muscular, provavelmente determinada pela despolariza-
cao das fibras.musculares. A melhora nesta fase, observada
com a injegdo de cloreto de calcio, deve estar relacionada a

3 3 o * - ++
estabilizagdo da membrana determinada pelo ion Ca .
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BARRIO e VITAL BRAZIL (1), utilizan

do a peconha total de Crotalus durissus terrificus crotamino

-positiva (peconha tipe 1), puderam verificar que o camundon
go, o rato e o cao, sio sensiveis 4 acdo crotaminica, desen-
volvendo crises de hipertonia. Estes autores também constata
Tam gue os pombos € 0S batriquios ndo apresentam estas mani-
- festagéeé e o coelho e o cobaio o fazem de forma inconstante
e pouco marcada. CHEYMOL (16, 17), utilizando a crotamina,con
firmou tais achados e devido a grande sensibilidade do Tato
3 toxina, elegeu esta espécie animal para investigar as ca-
racteristicas e o mecanismo da acdo muscular da crotamina

Quanto 4 sensibilidade do heomem, embora a crotoxina seja a
grande responsavel pelas manifestacoes neurotdxicas verifica
das nos acidentes produzidos pelas cascaveéis, alguns pacien-
tes queixam-se de rigidez muscular nos membros € na nuca. De
fato, dos nove casos de envenenamento crotdlico descritos
por WAJCHENBERG e cols. (83), dois (n®s. 2 e 6) apresentavam
tal queixa, que muito provavelmente esti.relacionada a acao

da crotamina.

BRYANT e MORALES-AGUILERA (58), na
pesquisa da miotonia produzida pela injegdo venosa do acido
antraceno-9-carboxilico, utilizaram cabrés, ressaltando a s1
militude entre o fendmeno miotonico determinado.por esta subs
tincia e o observadc em cabras congenitamente miotonicas
FULLER e cols. (69} utilizaram camundongos para.estudar a mi
otonia produzida pelo dcido indolacético, observando que a
injegao intraperitoneal dessa substancia determina, em pou-

cos minutos, gquando o animal tenta mover-se, crises de hiper
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tonia em extensdo de uma ou ambas as patas posteriores com
duragao de poucos segundos, durante 0S quais a marcha € im-
possivel. Como se vé, hd também no animal intacto grande se-
melhanca entre as caracteristicas da miotonia experimental

produzida por drogas e a determinada pela crotamina.

0 exame eletromiografico das cabras
feito na vigéncia das manifestagoes produzidas pela crotami-
na, evidenciou no animal em repouso ou anestesiado, descar-
gas de potenciais miot8nicos. VITAL BRALZIL e cols. ja haviam
observado a presenga destes potencials em cdes e ratos, uti-
lizando preparacées neuromusculares in situ (18). Baseados
neste fato, desaconselham o uso do termo contratura pard de-
signar as respostas musculares sob a acdo da crotamina, COmO
vinha sendo feito por varios autores (16, 17, 17a), uma vez
que este termo deve ser reservado para.nomear um ‘'aumento pro
longade da tensao do musculo ndo associado a potenciais de

agao'.

Os efeitos da acdo crotaminica ob-
servados nas preparagbes neuromusculares in situ no ratoc fo-
ram muito semelhantes aos descritos na 1iteraﬁura (16, 18,19).
Em nossos experimentos com estas preparacGes nac observamos,
entretanto, como CHEYMOL (16), em seguida a contragio muscu-
lar determinada pela injecdoc de crotamina, uma fase de'inibi
cdo das respostas a excitagao indireta do miasculo, por sua
vei seguida de potenciagao dessas respostas a estimulos maxi
mais. Nio verificamos o periode de depressao das respostas ,
havendo passagem direta da fase de contragao espontanea a de

potenciagdo das resposias a excitacdo indireta do musculo .

t
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Nas preparagdoes neuromusculares isoladas tivemos oportunida-
de de observar a fase de depressdo. Parece-nos apropriado
relacionar este fendmeno com a dificuldade a marcha apresen-
tada pelas cabras. ' Ambos seriam a expressdoc de um bloqueio
neuromuscular parcial devido @ despolarizagao das fibras mus
culares determinada pela crotamina. E interessante, por ou-
tro lado, notar que em pacientes portadores de Miotonia Con-
genita (84), a estimulacdo elétrica repetitiva do nervo ul-
nar com frequéncia de 5-8 Hz determina uma ripida diminuigao
e desaparecimento do potencial de unidade motora somatdrio.
Instala-se uma paralisia durante cerca de 20 segundos, apos
o que, o musculo volta gradativamente a responder a estimula
cdo elétrica que se manteve ininterrupta. Se o paciente
.contrai o miusculo voluntariamente por 5 minutos & S€ reintfg
duz a estimulacao, desaparecé a diminuig¢do de amplitude.
Os autores admitem que a observagdo desta paralisia g inte-
ressante, pois permite uma nova explicacdo para a imobilida-
de que acomete o3 pacientes portadores de Miotonia Congenita
logo ao iniclar seus movimentos. A explicagfo classica .limi--
tava-se a admitir um espasmo dos antagonistas como Tesponséa-
vel. Durante a estimulagdo, o periodo de desaparecimento dos
potenciais e de paralisia muscular & reduzido pelas drogas
usadas no tratamento da miotonia,. como procainamida e a dife
nilhidantoina. Outros estudos (85, 86, 87, 88) assinalam o
nesmo fendmeno da Distrofia Miotonica e Paramiotonia Congéni
t+a. N3o ha relatos para as miotonias das cabras e as induzi-
das por drogas. Quanto a0 mecanismo de sua-produgéo, parece
nio haver defeito na liberagdo de acetilcolina como na sin-

drome de EBaton-Lambert, uma vez que a guanidina nao produz
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nenhum efeito antagdnico., Da mesma forma, a nao resposta aos
anticolinesterisicos e a sensibilidade normal ao curare, 10
nam pouco provavel uma acao pOs-sinaptica ao nivel dos recep
tores colinérgicos. A manutencdc da amplitudé do potencial '
de acdo evocado no nervo ulnar durante & estimulagao repeti-
tiva afasta defeito da condugaoc nervosa. Por estes motivos ,
assim como pela presenca do fenomeno quande se estimula dire
tamente o misculo, sua origem parece estar em alteragdo pro-
pria da fibra muscular miotonica (85). Como, porém, sua pre-
senga e intensidade nao se relacionam com o grau de miotonia
apresentado pelc paciente, & possivel que esteja subordinada
a distiirbio independente daquele responsavel pelas respostas
iterativas da membrana da fibra muscular. No caso da Molés-
tia de Steinert, a existéncia do componente distrofico torma
2 anilise mais complexa (86). Quanto 2 diminuicao da : forga
muscular que se desenveolve com a estimulacdo repetitiva . ou
juntamente com a miotonia nos pacientes com Paramiotonia Con
génita de Von Bulenburg, admite-se que a mesma 5¢ deva a uma
diminuic&o progressiva da excitabilidade da membrana da fi-
bra muscular (87, 88), talvez relacionada com um disturbio

n0s mecanismos responsaveis por sua repolarizacgao (88). E in
teressante observar que a fase de depressdao das respostas a
estimulacio elétrica iterativa indireta observada nas prepa-
racdes neurcmusculares in situ e in vitro com a crotamina, é
semelhante a descrita nos trabalhos citados. Infelizmente
nio hi até o momento um conhecimento mais preciso sobre a gé
nese desse fendmeno nos pacientes miotdnicos. Como ja se dis
se; no caso da crotamina admitimos estar relacionado ndo as

descargas iterativas miotdénicas, mas 3 despolarizagao das fi
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bras musculares, uma vez que nao ocorre com doses que nao produzem que—

da do potencial de membrana.

Os.demais efeitos muscﬁlares depen
dentes da acao crotaminica como retardo na descontragao ou
nafter-contraction” em seguida a resposta provocada por estl
mulos isolados ou tetanizantés, manifestaram-se em NOssos ex
perimentos com as mesmas caracteristicas jd descritas anteri
ormente (1, 16, 18, 19). O mesmo ocorreu com O fenomeno da

taquifilaxia.

Diversos autores ( 1, 13, 16,.18 .
19), ao procurarem esclarecer o mecanismo de agdo da crotami
na, utilizaram de forma muito apropriada as preparacoes neu-
romusculares in situ, acumulando uma série de dados valiosos
e ja bem estabelecidos, pelo que nac nos preocupahos em Te-
produzi-los em nossa série de experimentos. Assim & qué se
verificou que tanto a estimulacdo direta como a indireta dos
miisculos provocam, indiferentemente, 0S efeitos descritos .
Com pequenas variagdes, 0S miscules cronicamente desnervados
apresentam 0s mMesmos fenomenos caracteristicos descritos pa-
ra os inervados. Bstes dados indicam que a crotamina age fun
damentalmente na membran da fibra mascular (1, 13, 18). Em
preparagdes total ou parcialmente bloqueadas pela galamina ,
d-tubocurarina ou decamethio, os efeitos musculares também
estao presentes {1, 10, 17, 18), o que reforga a éfirmagéo !
anterior, tornando também praticamente afastada a agao da to
xina através dos receptores colinérgicos. Nas prepéragaes
blogueadas com d-tubocurarina ou decametﬁnid (16, 17} os efel
tos musculares apresentam apenas discretas diferencgas em re-

lagdo aos obtidos sem estas substanc1as. Ha uma fase de d1m1
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nuic¢do da amplitude das contragdes em resposta a estimulégﬁo
elétrica mais marcada no caso da d-tubocurarina ¢ uma contra
ciao inicial espontanea geralmente menos intensa no €aso do
decametdnio. E interessante notar que uma vez recuperadas do
blogueio, estas preparagtes tornam-se menos sensiveis a uma
segunda dose de d-tubocurarina e, pelo contrario, mais sensi
veis a uma segunda dose de decametonio. Estes fatos devenm es

tar relacionados & despolarizaclo produzida pela crotamina.

Também em preparacbes neuromuscula

res in situ verificou-se que o0s jons cadlcio e magnésio, bem

como a quinina e a tetrodotoxina (TTX), antagonizam os efei-
tos musculares da crotamina (1, 16). Os ions magnésio produ-
zem um bloqueio neuromuscular por diminuir a liberacao de
acetilcolina zo nivel das terminacoes nervosas da placa mdtg
ra e associadamente a sensibilidade da placa terminal a agao
despolarizante do neurotransmissor. Estas acbes nao  devenm,
no entanto, estar implicadas no antagonismo observado. Estu-
dos com clampeamento de voltagem realizados em fibras muscu-
lares de T3 demonstraram que os ions calcio e magnésio‘dimi-
nuem a excitabilidade da membrana muscﬁlar, aumentande o 1i
miar de despolarizagido necessario para ativar o aumento espe
cifico da permeabilidade ao sédio. O limiar de excitagac da
membrana passa de -54 mV na auséncia de magnésio'para cerca
de -32 mV com 18 mM de magnésio, sendo o calcio duas vezes
mais ativo (89). A quinidina também aprésenta efeito estabi-
1izador da membrana da fibra muscular. Ela altera a permeabi
lidade ao sddio de tal forma que, embora sem afetar o poten-

cial de repouso, aumenta o limiar de excitabilidade da mem -
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brana e proleonga a duragdo do potencial de ag2o em cerca de
100%. Este prolongamento se deve a uma diminuigdo da veloci-
dade de despolarizacdo e repolarizagao. Para a reativagao da
condutancia ao sodio, a repolarizacac da membrana deve ser
maior na presencga desta droga, o que causa um aumento do pe-
riodo refratiario (90). Estas agles explicam sua atividade su
pressora das respostas iterativas. A TTX inibe especificamen
te o fluxo dos fons sodio através das membranas excitaveis
(74). Bsta especificidade € tdo marcada que & torna um impor
tante instrumento de pesquisa farmacologica, podendo-se mes-
mo considerar que alteracgOes na permeabilidade ao ion sodio
devem estar envolvidas na genese de determinado efeito quan-

do este & antagonizado pela TTX.

Os dados eletromiograficos obtidos

em mossas experiéncias com preparagdes neuromusculares in situ

siio muito semelhantes agueles descritos por VITAL BRAZIL e
cols. (18). Com o registro simultanec pode-se estabelecer uma
correlacdo miografica e eletromiografica entre as varias fases
da contracao inicial espontdnea determinada pela crotamina .
Observou-se gue esta contragdo € acompanhada de descargas '
prolongadas de potenciails miotdnicos cuja frequéncia tende a
diminuir acompanhando o relaxamento do muasculo (Fig. 4). Na
fase de aumento da amplitude das contragoes em resposta a es
timulacdo indireta do miisculo a eletromiografia mostrava . as
descargas dos potenciais miotonicos sucedendo ao potencial
de unidade motora somatdric (Fig.5). A dificuldade a descontra
cdo e o fendmeno do "after-contraction” tambeém sao acompanha

dos de potenciais miotﬁnicos, conforme _—]5 haviam observado VITAL
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BRAZIL e cols., (18). Com base nos resultados de seus experi-
mentos, estes autores concluiram que as respostas musculares
sob a acdo da crotamina sdo iterativas em misculos inervados
curarizados ou nic e em misculos cronicamente desnervados, de
vendo ser considerados como contracdes tetanicas assincronas
das fibras musculares. Apesar de algumas diferencas, come a
resposta ao estimulo mecdnico, as caracteristicas miografi-
cas e eletromiograficas da intoxicagao pela crotamina sao, na
opinigo desses autores, muito semelhantes as do  miisculo
miotonico. Esta observacdo levaram-nos a propor a classifica
cdo da intoxicacdo pela crotamina entre as miotonias. Apesar
de muitos de nossos dados serem coincidentes, reforcando a
analogia proposta, a verificacao de despolarizacdao acentua-
da das fibras musculares causada pela crotamina introduz no-
vo elemento a considerar. Com efeito, embora as descargas de
potenciais midtﬁnicos possa ser imputada parte das caracte -
risticas miograficas descritas, a despolarizacao das fiBras‘
deve necessariamente concorrer para a génese de alguns dos
efeitos verificados. Acreditamos licito considerar que algu-
mas das respostas musculares sob a ag@o da crotamina prova-
velmente dependem de um mecanismo misto, podendo em parte se
rem consideradas como contraturas {contratura por despolari-

zacdo) e em parte como fendmeno miotonico.

Na preparagio isolada nervo freni-
co-diafragma de rato pode-se verificar a influéncia da dose
de crotamina adicionada ao banho. Com efeito, wutilizando-se
5 mcg/ml foi observada a confragéo espontanea inicial e ja

durante a mesma aumento na amplitude das respostas muscula -
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res & estimulacdo elétrica indireta, que chegaram a atingir,
quando do retorno a linha de base, cerca de 2 a 2,5 vezes sua
amplitude anterior. Com 10 mcg/ml pode-se comprovar que a
contragao inicial & espontanea, pois ocorreu na auséncia da
estimulagdo elétrica, verificando-se logo apbs, no reinicio
da estimulacgdo, que a amplitude das respostas musculares es-
tava diminuida, com posterior aumento e superacdo de seu ta-
manho primitivo. Portanto, uma fase de diminuig¢do da amplitu
de das respostas ocorreu com 10 mcg/ml e ndo com 5 mcg/ml
mantidas as mesmas condicOes de temperatura. CHEYMOL e cols.
(17) observaram esta fase nos seus experimentos COm prepara-
cBes neuromusculares in situ, mas nao nas isoladas,lmﬁto pro
vavelmente devido & dose de crotamina que empregaram (3,5
mcg/ml). Com dose de 15 mcg/ml notou-se uma grande contracao
espontanea inicial, algumas vezes sem retorno a linha de ba-
se e a ocorrancia inconstante da segunda e da terceira fase.
Estes experimentos, eﬁtretantO; foram realizados & temperatu
ra ambiente e com solucac nutritiva proposta por Bretag, poxr
tanto, em condigdes disfintas das anteriores. Optou-se pela
temperatura ambiente para que se pudesse estabelecer uma cor
relacdo entre os dados verificados nesta preparagaoc e aque-
les obtidos com o emprego de microeletrodos intrécelulares .
Em se considerando © cbmponente miotdnico das respostas mus-
culares sob a acdo da crotamina era de se esperar, em experi
éncias 4 temperatura ambiente, sua exacerbagado, uma vez que
& conhecida a influéncia da baixa temperatura no agravamento
da miotonia. LIPICKY e BRYANT {91) nao conseguiram encontrar
a causa dessa piora da miotonia clinica com o esfriamento .

Determinande os parametros da membrana de fibras musculares
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de intercostal externo isolado retirade de cabras normais e
miotdonicas, constataram que a resisténcia da membrana diminu
ia com a diminuigdo da temperatura. Estes achados contrastam
com experiéncias anteriores em musculos esqueléticos isola-
dos de anfibios e crustaceos, em que se verificou que a re-
sisténcia da membrana aumenta com a diminuigaoc da temperatu-
ra. Observaram também que a condutdncia ao cloro diminul com
o aumento da temperatura, concluindo pela impossibilidade de
explicagdo a partir de seus dados do que se observa clinica~
mente. O comportamento dos parametros em relagdo & temperatu

ra foi semelhante nas fibras normais e miotdnicas.

A .eletromiografia nestas prepara-
coes neuromusculares isoladas revelou a presenga dos mesmos
potenciais miotdnicos ja observados nas cabras e nas prepara
¢Ses in situ durante a contragdo espontanea. Na segunda fase,
quando se constata uma diminuigdo do tamanho das respostas
musculares, observou-se uma diminuicao da amplitude do poten
cial de unidade motora somatdrio, o que traduz a nao respos-
ta de algumas fibras musculares ao estimulo elétrico, prova-
velmente devida a despolarizagdo. Na terceira fase, de aumen
to da amplitude das contragoes, observou-se logo em seguida
ac potencial de unidade motora somatdério, a presenga de ou-
tros potenciais, o que sugere gue este aumento da amplitude

seja devido a um breve tétano.

Durante a contracdo secundiria ou
"after-contraction” que se seguia a um tétano, foram tamben
cbservados os potenciais miotonicos, o que define o carater

mioténico do fendmeno. A nfo ocorréncia desta contragac em
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seguida a um segundo tétano provocade logo apds o retorno a

linha de base sugere uma analogia com o "warm-up phenomenon'.

A taquifilaxia foi constante e, se

gundo CHEYMOL e cols. (17) ela & reciproca entre a pegonha

total tipo I e a crotamina.

A curarizacdo da preparagaoc isola-
da ndo aboliu a contracao esponténea nem as descargas de po-
tenciais miotdnicos que a acompanham, embora tenha alterado
suyas caracteristicas, tornando-a mais lenta e com amplitude
.menor. CHEYMOL e cols. (17) que nao haviam observado altera-
¢bes nas respostas em preparagoes neuromusculares in situ
curarizadas, também relatam um retardo e diminuigao da ampli
tude da contragdo inicial espontdnea .provocada pela crotami-
na no diafrégma isolado de rato em que foi adicionada previa
mente a d-tubocurarina. Este fato, associado @ observagio de
que no diafragma cronicamente desnervado a resposta a tokina'
também & atenuada, levaram estes autores a postular ne caso
do diafragma isolado de rato a possibilidade da participagao
das plécas motoras na geénese da contracdo determinada pela.
crotamina. O aumento na frequéncia da descarga de potenciails
de placa terminal em miniatura promovida pela_ crotamina por
nds verificado, revela uma acdo pré-juncional da toxina que,

embora acessoria, deve estar relacionada a estas observagQes.

Na preparacdo curarizada em que se
manteve uma estimulacdo elétrica direta, observou-se o auwnen
to da amplitude das contracbes maximais, o que excluil uma

origem pré-juncional deste fendmeno. A abolicao das respostas
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musculares & estimulacgdo direta observada nesta prepardgdo e
a estimulacdo indireta em outras preparacdes nao curérizadas,
2 horas apds a adigio da toxina,deve ser imputada a despola-
rizagdo prolongada e crescente das fibras musculares ate a

inexcitabilidade.

Com a adicdo prévia da quinidina ,
COmpPTrovou-seé o antagoniémo ja conhecido. Com a dose de 20
mcg/ml houve abolicao quase completa dos efeitos determina -~
dos pela toxina. Com 10 mcg/ml o antagonismo foil parcial, ob
servando-se ainda uma contragdo espontanea com 35-40% de seu
tamanho habitual. Fato digno de nota € que nesta situagdo
bem como quando da adicdo prévia de cloreto de calcio, ape-
sar da existéncia de uma contragdo parcial, o eletromiograma
nio revelou 0s potenciais miotOnicos. Bsta contracdo parcial
residual ndo pode, portanto, ser definida como de natureza '
mioténica, tratando-se de uma contratura. Estas observagdes
sugerem, conforme ja foi mencionado anteriormente, que a con
tracdo inicial espontanea determinada pela crotamina em pre-
paracdes neuromusculares isoladas deve depender de um meca -
nismo misto, podendo em parte seT considerada como contratu-
ra e em parte como fendmeno miotdonico. A adigﬁo da quinidina
determinou um aumento da amplitude das respostas musculares
aos estimulos eldtricos isolados. SENGES e cols. (90) verifi
caram que a quinidina em concetragdes entre 10 e 100 mcg/ml,
determina na preparacdo nNervo frénico-diafragma de rato, um
aumento e em seguida uma diminuicdo da amplitude das contra-
¢bes. Com 100 mcg/ml constataram que © pico maximo de aumen-

to da amplitude nessas preparagOes 0COTTe a0S 30 minutos, quan
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do atinge duas vezes o valor inicial, retornandc ao tamanho
controle acs 40 minutos. Nessa dose, apds cerca de 1 hora, o
miiscule entra em contratura, relaxando e respondendec mnovamen

te 3 estimulacioc com a lavagem da preparacgao-

Nas experiéncias em que a crotami-
na foi adicionada A preparag¢do banhada em solugao nutritiva
com baixo sodio, verificou-se a auséncia total da contragéao
muscular espontdnea. L licito, portanto, considerar-se o s0-
dio como necessariamente envolvido em sua génese. A 0COTTEN~
cia de contratura apos a adigao do potassio indica que a men
brana permanecia polarizada e que o mecanismo contratil das

fibras musculares estava perfeitamente funcionante.

BRETAG (80) realizou uma investiga
cio sobre o fluido intersticial do rato, a partir do que,
ﬁropos uma soluc@o nutritiva que seria um "fluido interstici
al sintético". Com ela o potencial de membrana de répouso
manter-se-ia constante por longo periodo'de tempo. De fato,
nas trés experiéncias controle que realizamos utilizando es-
ta solugdo nutritiva a temperatura ambiente, o potencial de

repouso manteve-se praticamente inalterado por 2 horas.

A minima despolarizacao verificada
aos 30 seg com a adigdo de crotamina na dose de 5 mcg/ml ’
(5,5% de reducdo do PM em relagdo ao controle) nao pode ser
responsabilizada pelo encurtamento muscular que ja se obser-
va neste momento com esta mesma dose. Sua origem deve depen-
der exclusivamente das descargas iterativas de pequenos po-

tenciais, o que o caracteriza nesta condigdes como um fendome

no essencialmente miotdnico.
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Com a quinidina utilizada na dose
de 20 mcg/ml ndo ocorreu a despolarizagao ﬁroduzida pela cro
tamina, o que explica a supressao completa doé efeitos da to
xina verificada com o emprego desta dose nas preparagoes neu

romusculares isoladas.

A d-tubocurarina ndo impediu a gque
da do potencial de repouso determinada pela crotamina. Este
fato, associado a auséncia da despolarizagao verificada com
o emprego da tetrodotoxina e solugbes com baixo sddio, permi
te concluir que a queda do potencial de repouso se deve ex-
clusiﬁamente a aumento da permeabilidade da membrana das.fi—
bras musculares ao so6dio e que para sua ocorréncia nao ha

participagdo das placas motoras.

A frequeéncia controle dos potenci-
ais de placa terminal em miniatura (MEPP) manteve-se em tor-
no de 25-40/minuto. Os grandes aumentos transitorios da fre-
quéncia dos MEPP verificados com a adicao da crotamina devem
estar relacionados 3 despolarizagi@o da membrana das termina-
cbes mervosas. Esta & devida a aumento da permeabilidade ao
sédio, uma vez que a tetrodotoxina impede o incremento da
frequencia dos MEPP provocédo pela crotamina. A diminuigao
da amplitude dos MEPP deve ser imputada 3 despolarizacdo da
membrana da fibra muscular determinada pela crotamina. Nao
se verificou esta diminuicéo com a adigao prévia da TTX. LEE
(92) ja havia observado ma preparagdo neuromuscular isolada -
biventre cervical de pinto, que a crotamira promove libera-

cao do mediador.
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0 conjunto de dados obtidos atraves
dos varios experimentos realizados nos permitem formular hi-
poteses sobre o provavel mecanismo de agao da crotamina. Uma
série de evidéncias anteriores ja enumeradas e por nds tam-
bém verificadas indicam que sua agdo principal ocorre ao ni-
vel da membrana da fibra muscular. Em se tratando de uma
grande molécula (PM 5000), os efeitos imediatos, praticamen-
te sem laténcia, que ocorrem nas preparagles isoladas  apos
sua adigado, sugerem que a toxina age na superficie da fibra
muscular, promovendo alteragoes nas propriedades da membrana
celular. Destas, a fundamental seria um aumento na permeabi-
lidade ao ion s6dio, o que levaria em doses suficientes, a
_ despolérizagﬁo da membrana. Também devido a este aumento na
permeabilidade ao sdédio ocorreriam descargas iterativas de
potenciais de agdo da fibra muscular. Poderia ser considera-
da a hipotese de sua origem depender de uma maior duracao da
corrente de sodio para o interior da fibra muscular durante
o potencial de ac@o, levando a um prolongamentc do pés—poteg'
cial negativo e, portanto, do pericdo de excitabilidade su-
pernormal da fibra. Este mecanismo € proposto por ser ele o
imputado na génese de descargas analogas induzidas pela vera
trina (71), cujas semelhancas com a crotamina sio discutidas
adiante. As descargas iterativas produzidas pela crotamina
aparecem mesmo em doses ainda insuficientes para determinar
queda significativa do potencial de membrana de repouso. Con
clui-se deste fato que os efeltos musculares verificados com
estas doses menores dependem quase exclusivamenté das descar
gas iterativas, o que oS caracteriza como fenomenos essenci-

almente miotonicos. Com doses maiores, a contragdo espontinea
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imediata deve depender de mecanismo misto, para ela contribu
indo a despolarizagao da membrana &a fibra muscular e as des
cargas miotdnicas. A dificuldade a descontragﬁo e a contra-
cao secunddria (“after-contraction"}, abolidas pela quinidi-
na em doses insuficientes para impedir a contratura por des-
pelarizagao, devem ser também encaradas como fenomentos  de
natureza miotdnica. A despolarizagfo das terminagoes mnervo-
sas, iguaimente devida a aumento da permeabilidade ao sodio,
seria a responsﬁvel pelo incremento na frequéncia de descar-
ga dos MEPP, efeito de importancia secundaria na origem das
manifestacbes produzidas pela crotamina. Esta toxina permane
ceria de forma duradoura ligada &s membranas das terminagoes
nervosas e da fibra muscular, o que explicaria o retorno dos

efeitos a intervalos de tempo variaveis e a taquifilaxia.

Em relacdo a outras toxinas ani-
mais, alguma analeogia poderia ser sugerida entre a crotamina
e a batracotoxina. Trata-se de substancia toxica secretada -

por glindulas cutdneas da rd Phyllobates aurotaenia, ainda

utilizada por indigenas colombianos em suas flechas.lALHKmEB
QUE e cols. (81, 93) realizaram estudo exaustivo desta toxi-
na, verificando que produz contratura em duas fases nas pre-
paracoes neuromusculares isoladas de rato e despolarizagdo '
prolongada da membrana da fibra muscular causada por aumento
especifico da permeabilidade ao sédio. A contratura e a des-
volarizagdo sdo antagonizadas pela TTX e ndo ocorrem quando
& utilizada solugdo nutritiva com baixo sédio. Determina tam

bém aumento acentuado na frequéncia dos MEPP, que, ao contra

rio do gue ocorre com a crotamina, ¢ prolongado e seguido de
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desaparecimento destes potencials e de bloqueio neuromuscu-
lar. A natureza pré—juncioﬁal do bloqueio foi demonstrada pe
ta aplicacao microiontoforética da acetilcolina, uma vez que,
apds 30 minutos de blogueio, a sensibilidade ao mediador =na
regifo da placa terminal permanecia inalterada. Como se Ve,
s3o notorias algumas semelhangas entrc as duas toxinas, PpoO-
rém, existem diferengas muite importantes, dentre as quais,
4 nio ocorréncia das descargas iterativas com a batracotoxi-

na.

CHEYMOL e cols., em uma tevisao '
(94), descrevem os efeitos das pegonhas de diferentes espéci
es de escorpides do norte da Africa na musculatura esqueléfi
ca, os quais poderiam sugerlir uma aproximacao com aqueles de
terminados pela crotamina. Em preparacdes neuromusculares 1-
soladas de diafragma de rato, a adicao da peconha de escor-
pido determina de imediato aumento da amplitude das: contra-
coes e apés 10 a 40 minutos, contratura seguida de bloqueio
progressivo da preparagao. Antes do bloqueio total ocorrem
novas contraturas espontﬁneas; com paralisia secundaria par-
cialmente reversivel apbs cada uma. Estes fenomenos ocorrem
em preparagoes curarizadas e desnervadas e sao antagonizados
pela TTX, mas nao pelo ca’™ e Mg' . O efeito  contraturante
da acetilcolina sobre o diafragma cronicamente desnervado ou
sobre o reto abdominal de ra se mantém, o que indica ausen-
cia de agdo sobre as placas motoras. Tudo aponta, portanto ,
para uma ac¢ac direta na membrana da fibra muscular. Apesar
de serem varias as semelhaﬁgas entre a crotamina e as toxi-

nas escorpionicas, com estas nao foram descritas descargas
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iterativas, além de sua agfo apresentar uma cinética diferen
- . - ++
te e seus efeitos serem pouce antagonizados pelos 1oms Ca

++
(22

e Mg .

VITAL BRAZIL e cols. (95), estudan

do a peconha de escorpido amarelo brasileiro Tityus serrula-

tus, obtiveram resultados distintos. Na preparacio fréenico-
~-diafragma de rato isolada, ndo verificaram contragao manti-
da ap6s a adigao da pegonha, mas uma série de "twitches" es
pontﬁneos,.além de aumento da amplitude da contragao maximal
4 estimulos indiretos e retardo na descontragao. Nac obtive-
ram estes efeitos em preparagoes desnervadas ou curarizadas.
Este fato, associado a observagdo de liberacao de acetilcoll
na, em preparagbes inervadas, os levaram a considerar  pré-
jnnciénal a origem dos efeitos observados. WARNICK e cols.
(96) realizaram estudo eletrofisioldgico com a tityustoxina

(TsTX), toxina isolada da pegonha de Tityus serrulatus. Na

preparacdo frenico-diafragma isolada também nao obtiveram
contragao mantida, porém, observaram os "twitches” esponta-
neos, a potencializacdo da contragao maximal por estimulagao
direta e indireta e o prolongamento do tempo de relaxamento.
Em preparagoes curarizadas persistem, segundo esses autores,
a potencializagdo da contragao maximal a estimulacaoc direta
e o retardo no relaxamento. O inicio da potencializagao da
contragdo maximal coincide com o prolonganento do potencial
de agio produzido pela estimulagdo direta e com a despolari-
zagdo da membrana da fibra muscular e precede os efeitos pré
-sinapticos da toxina. A despolarizagac da membrana € o pro-

longamento do potencial de acdo persistem com a adigao de
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d-tubocurarina e alfa-bungarotoxina, © que.exclue a partici-
pagdo das placas motoras em sua génese. Os efeitos pre-sinap
ticos sdo constituidos pbr aumento transitdério da frequencia
de descarga dos MEPP e por descarga iterativa de potencilais
de placa terminal (EPP) em seguida a um tnico estimulo do
nervo. Esta descarga iterativa dos EPP parece ser a responsa
vel pelos "twitches" espontaneos que sao antagonizados pela
d-tubocurarina. Os efeitos pré e pés-sindpticos sao abolidos
pela TTX e ndo ocorrem em solugoes nutritivas com baixo so0-
dio. Isto sugere que a TsTX afeta a condutdncia ao sodio de
repouso ¢ a relacionada & genese do potencial de acgao nas
membranas pré e pos-sindpticas. O retardo na descontracdo '
nao ¢ dependente de wuma descarga iterativa assincrona, o que

impede a caracterizagdo do fenOmeno como miotonico .

BARRIO e VITAL BRAZIL (1) sugeri-
ram pela primeira vez que as acoes da crotamina seriam seme-
lhantes 3s da veratrina. Os efeitos comuns seriam a potencia
1izacfo da contragdo maximal, a dificuldade a descontragao,
contragoes espontaneas secundarias, os sinals verificados no
animal intato, além do antagonismo destes efeitos verificado
com o Ca++, Mg++ e a quinidina. A estas analogiaé atualmente
& possivel acrescentar a presenga das descargas iterativas
assincronas e a alteracdo da permeabilidade da memBrana a0
c5dio. CHEYMOL e cols. (97) reconhecem a similitude entre o0s
efeitos da crotamina e veratrina, lembrando também a sensibl
lizacao ao K que determinam no reto abdominal de ra. Consi-
deram, porém, uma diferenga essencial, qual seja, a presenga

da "contratura" seguida de paralisia determinada apenas pela.
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crotamina. Entretanto, segundo KRAYER e ACHESON (70), a vera
trina em altas doses também determina encurtamento esponta -
neo mantido do musculo, verificado no sartdrio e no reto ab-~
dominal de ra. Apesar da auséncia de uma justaposicao comple
ta dos efeitos da crotamina e da veratrina no musculo esque-
lético, as varias coincidéncias apentadas autorizam sugerir
um mecanismo de acgdo semelhante. Ambas poderiam ser entendi-
das como drogas determinantes de miotonia, tendo como acao
fundamental o aumento da permeabilidade da membrana da fibra

muscular ao sodio.

Finalmente, ja foi mencionado o fa
to da miotonia ser um fenomeno bem definido clinica e eletro
miograficamente que, no entanto, parece admitir - substratos
fisiopatoldgicos diversos. Assim, em relagdo as miotonias ve
rificadas em'patologia humana, acreditamos que os dados obti
dos neste e em estudos anteriores permitem aproximar a mioto
nia determinada pela crotamina daquela observada em pacien-
tes com Adinamia Episddica Hereditdria. Nas fibras muscula-
res destes pacientes também & constatada uma queda do poten-
cial de membrana de repouso e no inicio do ataque paralitico
sao observadas as descargas miotonicas. Assim como na intoxi
cagio pela crotamina, uma alteragdo na permeabilidade da mem
brana ac sodio parece estar implicada na origem do fenomeno.
Uma analogia com a miotonia da Distrofia Miotdnica também po
de ser sugerida, uma vez que neste caso, também se verifica

queda no potencial de repouso € ¢ postulada uma alteracgao na

permeabilidade ac sédio.
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CONCLUSAO

A crotamina deve ser élassificada,
conforme ja sugerido anteriormente, entre as substancias que
produzem miotonia. Por estar envolvida uma alteragdo da per-
meabilidade da membrana da fibra muscular ao sodio em sua
origem, a miotonia por dela determinada aproxima-se da produ
zida pela veratrina e das observadas na Moléstia de Steinert

e na Adinamia Episddica Hereditidria.
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RESUMO

0 presente trabalho teve por obje-
tivo contribuir para o estudo da agao da crotamina no miscu-
lo esquelético. Quatro grupos de experiéncias foram realiza-
dos. A toxina foi injetada em cabras, pfocurando—se observar
e registrar as manifestagBes clinicas e eletromiograficas '
por ela determinadas. Foram também utilizadas preparacoes

neuromusculares in situ e isoladas com Tegistros miografico

e eletromiografico dos efeitos musculares da toxina. Estuda-
ram-se também as alteracgoes do potencial de membrana de vre-
pouso e dos potenciais de placa terminal em miniatura da fi-
bra muscular sob a agao da crotamina, através_da utilizacao
de microeletrodo intracelular. Com estas experiencias obtive

ram-se, em resumo, oS Seguintes resultados:

1. A crotamina produziu em cabras
sinais clincos e eletromiograficos muito semelhantes aqueles

observados na miotonia congénita desta espécie animal.

2. Os potenciais miotonicos descri

tos anteriormente em preparacdes neuromusculares in situ fo-

ram tambdm verificados em preparacdes neuromusculares isola-
das, durante a contragdo espontanea e a contracdo secundaria

("after-contraction') determinadas pela crotamina.

3. A adicdo de crotamina ao dia-

fragma isolado de rato determinou de imedlato uma despolari-
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zacao prolongada da fibra muscular.

4. Apds cerca de 15 minutos da adi
cio de crotamina ao diafragma isolado de rato ocorreu transi
toriamente grande aumento da frequeéencia de descarga.dos po-
tenciais de placa terminal em miniatura com duragao de ate

30 minutos, repetindo-se a intervalos de tempo variaveis.

5. Verificou-se que a queda do po-
tencial de repouso da fibra muscﬁlar e ¢ incremento da fre-
quéncia- dos MEPP sdo dependentes de aumento da permeabilida-
de das terminacdes nervosas e da fibra muscular ao sodio, uma
vez que ambos efeitos sao abolidos pela tetrodotoxina e nao

ocorrem quando se utiliza solugao nutritiva com baixo sodio.

0 conjunto destes resultados auto-
riza-nos a propor, como ja sugerido anteriormente, que a Cro
tamina seja classificada entre as substancias que  produzem
miotonia. Como esté.envolvida Qma alteracido da permeabilida-
de da membrana ao sodio em sua origem, a miotonia pof ela de
terminada aproxima-se da induzida pela Veratrina e das obser
vadas na Moléstia de Steinert e na Adinamia Episodica Heredl

taria.
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