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Resumo viii

0O objetivo desta pesquisa foi comparar a neurotoxicidade de dezesseis

lotes de venenos de B. neuwiedi, sendo sefe procedentes de Sdo Paulo, oite do
Rio Grande do Sul e um de Minas Gerais, visando verificar a existéncia de um
lote de veneno mais ativo, do qual se isolaria parcialmente o componente
neurotdxico.

Para avaliar a atividade neurotoxica dos varios venenos estudados, fol
realizado um ‘screening’, utilizando-se a preparacfo biventer cervicis de pintainho
sob estimulacdo elétrica indireta. Avaliou-se tambéem o efeito do veneno mais
ativo sobre o musculo de ave sob estimulacéo elétrica direta, bem como sobre a
preparacdo nervo frénico-diafragma de camundongo submetida a estimulagio
direta e indireta. Nesses casos a preparagio foi previamente curarizada, Os
diversos lotes de veneno foram comparados também por meio de eletroforese
{PAGE-bésica). O lote que apresentou efeito neuromuscutar mais acentuado foi
fracionado por meio de cromatografia liquida. Realizou-se, em seguida, o ensaio
das fraches resultantes nas preparacdes neuromusculares de ave e camundongo.

Os venenos de B. neuwiedi exibiram diferencas notéveis quanto a sua
atividade blogueadora neuromuscular e, de modo geral, 08 venenos procedentes
do Estado de S&c Paulo e o de Minas Gerais mostraram-se mais ativos que as

amostras oriundas do Rio Grande do Sul. Apesar da diversidade demonstrada (2
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a 90% de blogueio, na dose de 20 pg/mi), tedos os venenos induziram bloguegio
dose-dependente e irreversivel, além de contraturas, e inibiram a resposta ao K,
o que indicou sua miotoxicidade. Quatorze entre os dezesseis lotes preservaram
a resposta contraturante & ACh em doses inferiores a 50 ug/ml (10 e 20 ug/mi),
ainda gue na eminéncia do bloqueio, indicando a integridade dos receptores
nicotinicos pos-sinapticos. Os padrdes elstroforéticos de 5 entre os 6 venenos
mais ativos apresentaram uma banda de carater basico que n&o estava presente
nes demais venenos.

O veneno mais potente também foi eficaz em inibir & resposta contratil a
astimulo elétrico direto e indireto do musculo de camundongo, bem como a
contracéo a estimulo elétrico direto em musculo de ave. Seu efeito blogueador fol
significantemente diminuido a 24°C ou na auséncia de calcio, nessa condicao,
n&o houve inibicio da resposta ao K'. Sob estimulacéo indireta, a preparacéo de
pintainho foi mais sensivel a agdo do veneno do que a de camundongo; na
exposicao a estimulacio direta, observou-se ¢ inverso.

Apds o fracionamento, a atividade neuromuscular foi recuperada nos picos
2 e 3 do perfil cromatogréfico. Essas fragdes causaram blogueio mais intenso do
gque o produzido pelo veneno bruto, com total manutencdo da resposta ao
agonista. Enquanto o pico 2 bloqueou totalmente a contratura @ adi¢ao de K' o
pico 3 causou somente uma inibigdo parcial da mesma, sugerindo que a

mictoxicidade esteja mais concentrada no pico 2. Em temperatura ambiente
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{24°C), a atividade neuromuscular de ambas as fragbes ativas foi reduzida e seu
efeito inibidor sobre a resposta ao K foi abolida.

Os resultados apresentados corroboram as suposicbes de que o veneno de
B. neuwiedi age preferencialmente em sitios pré-sinapticos, além de possuir
atividade sobre a membrana muscular, e que essas acdes estdo relacionadas
com sua atividade enzimatica. Sugere-se ainda gue essas agbes podem variar de
acordo com a procedéncia do veneno e que sdo devidas a componente(s)

nsurotdxico(s) efou miotdxico(s).
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1.1. As peconhas e seus efeitos farmacolégicos

O estudo farmacoldgico dos venenos animais e de suas toxinas é de
extrerna importéncia, pois somente através dele € possivel a aquisicdo de
conhecimento adequado da fisiopatologia dos envenenamentos e a instituigéo de
medidas racionais e eficientes em seu tratamento. Além disso, auxilia no
esclarecimento de vérios fendmenos fisioldgicos e fisiopatologicos do organismo,
no estudo dos quais as toxinas atuam como valiosos intrumentos de pesquisa,

bem como das relacBes taxondmicas entre animais pegonhentos (MACCONNEL

ef al., 1976, MYERS & DALY, 1976).

Os ofidios peconhentos brasileiros s&0 os integrantes da familia Elapidae,
as quais pertence o género Micrurus (corais), e a familia Viperidae que incluem os
géneros Crotalus (cascavéis), Lachesis (surucucus) e Bothrops (jararacas). O
género Bothrops se destaca por sua ampla distribuicéo geogréafica e pela grande
incidéncia em acidentes provocados (ROSENFELD, 1971). Seus representantes
secretam peconhas capazes de causar notaveis efeitos locais, caracterizados por

hemorragia, necrose e edema, aiém dos efeitos sistémicos que podem levar as
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vitimas a obito (MANDELBAUM, ASSAKURA, REICHL, 1984), sendo portanto
diferentes dos géneros Micrurus e Crofalus que sao predominantemente

neurotéxicos.

As serpentes do género Bothrops s&o responsaveis por aproximadamente
90% dos acidentes ofidicos na América do Sul e 88-89% no Brasil. Vivem em
areas Umidas, plantacbes, pasios e em lugares inabitados por humanos e
alimentam-se principalmente de roedores (SOERENSEN, 1990; GRUNERT &
GRUNERT, 1969). Possuem habitos noturnos e séio consideradas as serpentes

mais agressivas encontradas no Brasil (FRANCA & FAN, 1882).

Os sinais e sintomas do envenenamento botrépico se manifestam por meio
de dor intensa, edema acentuado e progressivo no local da picada, hemorragia,
necrose e alteragées do sistema coagulante. A hemorragia € a necrose sao
consideradas, até os dias atuais, sérios problemas clinicos, ja que sua ocorréncia
pode ser prevenida somente se o antiveneno for administrado imediatamente
apbs o envenenamento, Nos acidentes mais graves, podem ocorrer destruicao e
perda do membro atingido ou até a morte, em 2 4% dos picados. Nos casos em
que o antiveneno ndo é administrado, até 8% destes podem evoluir para éxito
letal (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1981). A morte, em geral, ocorre
principaimente devido & insuficiéncia renal aguda, hemorragia em orgéos vitais e

choque (AMARAL et al., 1986; KOUYOUMD.JAN et al., 1991).
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No principio deste século, VITAL BRAZIL combateu tenazmente o
tratamento popular a que eram submetidos os picados por serpentes e orientou a
populagio sobre seus efeitos nocivos, enfatizando a eficacia terapéutica do soro
antiofidico (BRAZIL, 1911). Atualmente, os venenos de serpentes e seus efeitos
clinicos ainda ocupam grande espago nas pesquisas cientificas do mundo, uma
vez que 0s acidentes ofidicos sfo frequentes e graves. Além disso, esses
venenos &, mais particularmente, as toxinas deles isoladas tém sido Uteis tambem
como instrumentos de pesquisa no desenvolvimento de modelos experimentais
para ¢ estudo da degeneragdo e regeneragdo muscular (HARRIS, JOHNSON,

MACDONELL, 1980; GUTIERREZ, OWNBY, ODELL, 1884).

O modo de agdo dos venenos ofidicos e de suas toxinas vem sendo objeto
de numerosas pesquisas nestes Gltimos anos. Os grandes progressos alcangados
neste setor s&o devidos ndo somente ao emprego dos mais variados métodos e
técnicas de investigagdo farmacoldgica, mas fambém & separag@o dos

constituintes das peconhas em estado de pureza (VITAL BRAZIL, 1982).

Devido a complexidade dos venenos animais, o conhecimento de suas
propriedades & ainda limitado. Entretanto, tem-se alcangado grande avango,
resultante das incessantes pesquisas realizadas. De modo geral, os agentes

responsdveis pela toxicidade dos venenos s&o representados por componentes




Introducido 4

de natureza protéica, sem ou com atividade enzimatica (como as hialuronidases,
as proteases ¢ as fosfolipases). Componentes de peso molecular menor e
estrutura quimica variavel, como histamina, serotonina, polipeptideos,
fisolecitinas, compostos adenilicos, podem ser relacionadas com outros efeitos

dos envenenamentos no homem e nos animais de laboratério (ALMEIDA, 1985),

Os venenos de serpentes s&c complexas misturas de toxinas, enzimas e
peptideos biclogicamente ativos gue variam, em sua composigdo, conforme sua
familia, género e espécie (LEITE ef al, 1992). Essa variacéo também pode
ocorrer entre 0s venenos das espécies de um mesmo género, como tem sido
descrito por varins autores a respeito do veneno do génerc Bothrops (MEIER,

1986; TABORSKA & KORNALIK, 1985; JIMENEZ-PORRAS, 1967).

Diversos componentes isolados do veneno destas pegonhas, tais como
fatores hemorragicos (MANDELBAUM et a/, 1984), enzimas que atuam nos
disturbios de coagulagio (NAHAS, KAMIGUTI, BARROS, 1879, HOFMANN &
BON, 1987), enzimas proteoliticas (ASSAKURA ef al, 1985, TANIZAKI ef al,
1989) e miotoxinas (GUTIERREZ et al., 1984, GUTIERREZ & LOMONTE, 1989;
HOMSLBRANDEBURGO ef al, 1988, MOURA-DA-SILVA et al, 1991) séo
responséveis pelos sintomas clinicos do envenenamento botropico. QOutros

componentes, bem como as neurotoxinas, separadas, caracterizadas e
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gstudadas em preparagbes bioldgicas e animais integros ndo parecem

dasempenhar papel relevante no envenenamento botrépico.

RODRIGUES-SIMIONI, BORGESE, CECCARELLI (1983) estudaram a
atividade neurotbxica presente no veneno de Bothrops jararacussu € de sua
frac8o ativa, utilizando preparagfes isoladas de musculo peitoral e nervo cidtico
de rd. Em 1988, HOMSI-BRANDEBURGOQ ef &/. fracionaram o veneno, purificaram
a fracdo ativa na junclo neuromuscular e a caracterizaram como sendo uma
miotoxing, a bothropstoxina-l (BthTX-1), 0 componente responsavel pela atividade
neurctéxica do veneno bruto. Estudos subseqlientes demonstraram que a BthTX-|
induzia blogueio da resposta muscular evocada em preparagdes neuromusculares
de camundongos e pintainhos, além de contratura e despolarizagéo (HELUANY ef

al., 1982).

As neurotoxinas (NTXs), presentes nas peconhas, podem agir pré-
juncicnalmente, interferindo na liberacdo de acetilcoling, ou pos-juncienaimente,
blogueando os receptores para a acetilcolina. As neurotoxinas pré-sinapticas,
caracterizadas por apresentarem estrutura de fosfolipase A;, s@o os integrantes
mais toxicos dos venenos ofidicos. A preparacéo biventer cervicis de pintainho,
em experimentos in vivo, permite diferenciar o mecanismo de ag&o de uma
neurotoxina como pré ou pos-sinaptico, enquante a preparagéo nervo frénico-

diafragma necessita de prévia desnervac&o para desempenhar tal papel. A
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presenca de contratura a adicdo de agonistas colinérgicos, apds bloqueic da
resposta contratil evocada, pode indicar atividade em sitios pré-sinapticos. A
atividade pos-sinaptica pode ser identificada pela auséncia de resposta aocs
agonistas colinérgicos e a estimulacdo indireta sem afetar as respostas ao
aumento da concentracao de potassio ou a estimulo direto (BARRET & HARVEY,

1979,

Algumas neurotoxinas apresentam, geralmente em doses maiores, acgao
miotéxica, inibindo a excitabilidade da membrana das fibras musculares (VITAL
BRAZIL, 1882). A acdo miotdxica pode ocorrer diretamente sobre a fibra
muscular, danificando-a (HARRIS ef af., 1980; GUTIERREZ ef al., 1984), ou
indiretamente, ocasionando isquemia e levando o tecido a necrose (OWNBY ef
al 1982, GUTIERREZ ef al, 1984). Muitas miotoxinas, ou seja, toxinas capazes
de atuar especificamente nas fibras musculares sem afetar outros tecidos, {ém
sido isoladas dos venenos de Bothrops. GUTIERREZ et al. (1984) isolaram do
veneno de B. asper uma miotoxina que supostamente devia parte de seu efeito a
sua atividade fosfolipasica. O mesmo mecanismo foi proposto para a notexina
(HARRIS & MACDONNEL, 1981), a crotoxina (HAWGOOD & SMITH, 1989) e a
taipoxina (HARRIS & MALTIN, 1982). A crotoxina e a taipoxina atuam
seletivamente sobre a jungéo neuromuscular, inibindo a transmiss&o nervosa pré-
sinapticamente. Produzem uma alteragdo trifisica na liberago evocada do

neurotransmissor (LEE & HO, 1982; CHANG, 1985; STRONG, 1987; HAWGOOD
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& SMITH, 1989), que se caracteriza por uma inibigdo inicial (atribuida a ligagéo da
toxina ao sitio pré-sinaptico especifico), seguida por uma facilitacao (devido ao
aumento da liberacao de acetilcolina) @ uma progressiva inibigdo da resposta

muscular até blogueio total e irreversivel.

1.2. Bothrops neuwiedi

Vérias s&c as espécies de Bothrops existentes no territorio nacional.
Dentre elas, a B. neuwiedi, popularmente conhecida como jararaca-pintada,
jararaca do rabop branco ou boca-de-sapo, apresenta ampla distribuigao
geogréfica e exibe varias subespécies. A B. neuwiedi paulcensis é a
representante dessa espécie que ocorre em regides abertas, como campos e
cerrados, nas zonas central e sul-ocidental do Estado de S&o Paulo. Assim como
todas as outras espécies de Bothrops, séo solenoglifas, isto &, possuem presas,
providas de canal central por onde passa o veneno, que se localizam
anteriormente no maxilar superior. O canal central situa-se a certa distancia da
extremidade da presa, o que possibilita o escoamento do veneno, ainda que a
ponta penefre em uma estrutura resistente como 08so ou tendao (FONSECA,

1949).
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Varios estudos tém sido realizados com o veneno de B. neuwiedi, visando
conhecer suas propriedades e composicdo. Em 1971, VIDAL e STOPPANI
purificaram desse veneno duas proteinas com atividade fosfolipasica (P-1 e P-2),
correspondentes ao segundo e terceiro picos do perfil de eluicBo. NAHAS,
KAMIGUTI, BARROS (1979) verificaram que a pegonha desencadeava
coagulagéo in vitro, através de atividade similar 4 da trombina, ativagio do fator X
e da protombina. Em 1984, MANDELBAUM ef al isolaram do veneno de B
neuwiedi uma fragdo designada "neuwiedi hemorrhagic factor” (NFH), composto
de duas proteinas, NHFa e NHFb, com peso molecular de 46,000 e 58,000,
respectivamente. Em seguida, QUEIRQZ ef al (1985) averiguaram que essa
fracdo (NFH) produzia, além de hemorragia, uma serie de lesfes locais
{hemorragia, mionecrose e necrose), de forma indireta, causadas pelo venenoc
total, como ja anteriormente mencionado. Em 1991, MORENO & PRADO-
FRANCESCHI verificaram a atividade blogueadora e contraturante do veneno de

Bothrops neuwiedi pauloensis sobre o muasculo biventer cervicis de ave.

Recentemente, ZAMUNER, PRADO-FRANCESCHI, RODRIGUES-SIMIONI
(1997), ac avaliarem as diferencas interespecificas dos efeitos neurotoxico e
miotoxico de alguns venenos botrdpicos, estudaram os efeilos causados pela
peconha de 8. neuwiedi na jungdo neuromuscular de pirtainhos, observando ser
a intensidade do blogueio dose-dependente e sugerindo que © mesmo ocorria por

U mecanismo pré-sindptico, j& que mantinha a resposta ao agonista acetilcolina.
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1.3. Objetivos

No presente trabalho, foram estudados 16 lotes de veneno bruto de B
neuwiedi, visando-se: (1) comparar seus padrSes elefroforéticos com suas
atividades neurotdxicas, {2) determinar o lote mais ativo, (3) isolar parcialmente
os constituintes do lote mais ativo e {4) encontrar a subfracao ativa sobre a juncéo

neuromuscular,
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2.1. Animais

Foram utilizados pintainhos da linhagem HY LINE W38, com peso entre
40 e 50 g (4 a 8 dias), fornecidos pela Granja lio S/A, e camundongos da
linhagem SWISS, com peso entre 18 e 30 g, fornecidos pelo Bioteério Central da

UNICAMP.

"2.2. Venenos

Os venenos de B neuwied foram gentiimente fornecidos pelo Instituto
Butantan, Instituto Eva e Cevap. Os identificados como SP1, SP3, 8P4, SP5,
SP6, SP7, SP8 e BP9 séo procedentes do Estado de S&o Paulo, os
denominados RS$1, RS2, RS3, R84, RS5, RS6, RS7 e RS8 s&o oriundos do Rio
Grande do Sul e o lote chamado de MG1 é origindrio de Minas Gerais. SPS foi
utilizado neste trabalho somente no estudo dos padrbes eletroforéticos, pois ©
mesmo j& foi estudado quanto a sua atividade neurotdxica por ZAMUNER et al.

(1997).
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2.3. Ensaios biologicos

2.3.1. Preparaciio miisculo biventer cervicis de pintainho

A preparacéo foi isolada e montada de acordo com o método de
GINSBORG & WARRINER (1960). Os pintainhos foram anestesiados com eter
etilico e, apds o isolamento, o musculo foi suspenso em uma cuba de 5 m|,
contendo solugdo nutritiva de Krebs com a seguinte composicdo em mM: NaCl
118,6; KC1 4,69; CaCly 1,88; KH,PO, 1,17; MgS80, 1,17; NaHCO; 25,0 & CeH120s
11, 65. A soluggo foi arejada de modo constante com carbogénio (mistura 95%
0, e 5% CO,) e mantida a 37°C. A preparacéio foi submetida a uma tenséo
constante de 0,5 g e estimulada por meio de eletrodos bipolares (estimulag@o
de campo). Foram aplicados pulsos supramaximais de 0,1 Hz de frequéncia e
02 ms de duragdo (estimulador Grass $48). As contragbes musculares
resultantes de estimulos eléfricos maximais e as contraturas em resposta a
adicdo de KCI (13,4 mM) e ACh (120 uM) foram registradas em fisidgrafo Gouid
RS 3400, por meio de transdutores isométricos Load Cell BG-10 GM. O registro
das contraturas para K @ ACh foram realizados com auséncia de estimulagao
elétrica, no inicio (antes da adic&o de veneno) e no final do experimento (apos
120 min de incubacéo com o veneno).

Na preparacéo de ave, as conceniragdes de veneno bruto utilizadas
foram 1, 5, 10, 20, 50 e 100 ug/mi, para o venenc mais potente, e 10, 20,50 e

100 ug/mi para os venenos menos ativos. No estudo do veneno mais ativo,
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utilizou-se também, em alguns experimentos, d-tubocurarina na concentracéo

de 5 a 8 pg/ml (até total curarizagdo) e, em outros, a temperatura foi mantida a

24°C, durante a incubac8o com o veneno.

2.3.2. Preparagio nervo frénico~diafragma de camundongo
A preparagao foi montada de acordo com a teécnica descrita por

BULBRING (1946). Os animais foram sacrificados por meio de secgdo e sangria

dog vasos do pescoco, depois de serem anestesiados com éter etilico. Apds a
retirada do diefragma, juntamente com © nervo frénico correspondente, ©
mesmio foi fixado em cuba contendo 5 ml da solugio nutritiva Tyrode, com a
seguinte composigdo em mM: NaCl 137 KC! 2.7, CaCl, 1,8, MgClh 048,
NaH,PO, 042, NaHCO; 11,9 CeHiz0s 11,1, A solugdo foi aerada
constantemente com carbogénio e mantida a 37°C. O musculo foi submetido a
uma tensdo constante de 2 glom. A preparagio fol exposta a estimulacéo
(estimulador Grass $48) indireta {nervo frénico), com pulsos supramaximais de
0,2 ms de duragdo e 0,1 Hz de freqiéncia, ou direta, por meio de eletrodo
conectado ao musculo diafragma previamente curarizado (d-tc 5 pg/mi), com
pulsos supramaximais de 2 ms de duracio e 0,1 Hz de fregqléncia As
contragbes musculares foram registradas em fisidgrafo Gould RS 3400, por
meio de transdutor isométrico Load Cell BG-10 GM.

Para a preparagio de camundongo, utilizaram-se concentracies de 20 e

50 pg/ml de veneno bruto (somente o lote mais ativo). A d-tubocurarina foi
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utilizada em alguns experimentos na concentragéo de 5 pg/ml. Foram realizados

alguns ensaios com auséncia de calcio na solugdo nutritiva e presenca de

estrincio durante a incubagdo com o veneno mais ativo.

2.4. Ensaios bioguimicos

2.4.1. Eletroforese (PAGE-Bdsica)

A eletroforese para proteinas basicas foi realizada de acordo com ©
métedo descrito por REISFELD, LEWIS, WILLIAMS (1962} com algumas
modificagbes, por Andreimar Martins Soares, do Departamento de Bioguimica
da USP (Ribeirao Preto). Utilizou-se PAGE a 10% (w/v), eliminando-se, porém,
o gel de concentracao e executando-se uma pré-corrida (sem amostra) por 1 h a
15 mA. A eletroforese foi feita em tampio beta-alanina: acido acético 0,03 M,
pH 4,5. As amostras (0s varios lotes de veneno bruto), com cerca de 5 a 50 pg
de proteinas, foram dissolvidas no tampéo do eletrodo, contendo glicerol a 50%
{(viv). A corrida teve um tempo de duragdo de th10 min a 10 mA constante e
voltagem variavel de 120-170 V.

O gel foi corade por 15 min em Coomassie Blue G-250 0,1% (wiv),

descorado em écido acético 7% (viv) e seco em papéis celofanes.




Material ¢ Métodos 14

2.4.2. Fracionamento por cromatografia liquida

O fracionamento do veneno de B. neuwiedi foi realizado através de
cromatografia liquida em Egquipamento Waters LC modelo 650E, Advanced
Protein Purification System, acoplado ac monitor Waters 600E, em coluna
Superdex - G75 AD, (1 cm x 60 cm), com volume de 47,1 em®. A coluna foi
equilibrada com bicarbonato de amonio {Ambic) 0,05 M, utilizando-se um
gradiente isocratico, com fluxo de 0,2 mi/min. A coluna, aplicaram-se 20,0 mg do
veneno de B. neuwiedi diluido em 500 ul de Ambic 0,05 M, pH 8,0. O volume
coletado de cada fracéo foi de aproximadamente 2 mi. Em seguida, as fragbes
foram licfilizadas e ensaiadas em preparaclo bivenfer cervicis de pintainho nas

concentraces de 10 e 20 pug/ml.

2.5. Andlise estatistica

Os resultados foram representades pela média de experimentos + erro
padrdo. A significAncia fol obtida através do teste ndo-pareado f-Student e

considerada como p<0,05.
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3.1. Estudo miogrdfico das amostras de veneno bruto

3.1.1. Preparacio biventer cervicis de pintainho
3.1.1.1, Estimulacdo indireta

Em experimentos realizados para a determinacdo do tempo necessario
para a obtencéo de 50% de bloqueio da resposta contratil do musculo, foram
utilizadas quatro diferentes doses de veneno, 10, 20, 50 e 100 pg/ml, para todos
os lotes de veneno bruto, como ilustrado nas Tabelas 1, 2 e 3, alem das doses
de 1 e 5 ug/mi para o lote mais ative, denominado SP7. Quando tentamos
estabelecer uma ordem quantc a poténcia de atividade entre as amostras
estudadas, ndo houve uma sequéncia semethante a medida que variavamos a
dose escolhida parg a comparagdo. Porém, a concentragdo de 50 ug/mi foi
selecionada para tal fungdo por discriminar melhor a atividade neuromuscular
de cada amostra. Entre os sete venenos procedentes do Estado de 880 Paulo e
o veneno oriundo de Minas Gerais, cinco (8P7, 8P3, 8PS, MG1 e 8P8, nesta
ordem) apresentaram maior atividade bloqueadora neuromuscular sobre a
preparacio biventer cervicis de pintainho, em 120 minutos de incubagao, que
todas as amostras procedentes do Rio Grande do Sul, o que denota que, de

modo geral, os venenos paulistas e o de Minas Gerais demonstraram ser mais
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ativos que os demais {Figura 4). Contudo, o veneno menos ativo (SP4) entre os
16 lotes ensaiados é procedente de S&o Paulo. Este lote n&o induziu blogueio
significativo (p<0,05} em relagéo ao controle nem mesmo na concentracéo de
50 pg/ml. Apesar de ndo termos informagdes sobre a idade das serpentes que
forneceram os lotes de veneno estudados, sabe-se que um (RS3) dos dois lotes
menos ativos era pertencente a uma serpente jovem e que uma (MG1) das
amosiras mais ativas foi obtida de serpente adulta.

Apesar da grande variagdo de poténcia, o blogueio neuromuscular
mostrou-se invariavelmente irreversivel e, em geral, dose-dependente. A partida
de veneno identificada como lote SP7 apresentou uma capacidade blogueadora
muito superior & dos demais lotes, ou seja, 10 pg/ml determinaram 50% de
blogusio em 465 + 3,5 minutos (n=4), enquanto que, na incubacdo com os
amosiras restantes, esta dose nfAo apresentou uma resposta significativa
(p<00,5) em relagdo ac controle. Na concentragéo de 1 pg/mi, a inibiclo da
resposta contratil atingiu somente 43,7% + 7,2 em 120 min. de incubag&o.

A Figura 1 representa os diversos niveis de bloqueio obtidos com as
diferentes amostras estudadas. As Figuras 2 e 3 apresentam os graficos do
blogueio induzido pelos diversos lotes nas doses de 20 e 50 ugiml e a Figura 4
iflustra a curva dose-resposta do lote mais ativo (SP7). A Figura 5 representa o

registro miografico da inibigdo causada pela amostra SP7.

Como foi observado, o veneno em estudo exibe um perfil farmacologico

tipico de veneno botrépico em doses superiores a 50 pg/mi (ZAMUNER et al.,
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1997). Por outro lado, mesmo 0s venenos pouco ativos causaram contratura,
algurn nivel de blogueio e, algumas vezes, contracbes espontaneas com doses
iguais a 100 pg/ml (Tabela 4). Nesta dose, todos os lotes induziram
porcentagens de blogueio significantes (p<0,05),

Realizaram-se também experimentos com ¢ venena mais ativo (SP7), em
temperatura ambiente (24°C), na dose de 50 pg/mi, nos quais o efeito do
veneno mostrou-se significantemente reduzido (p<0,05 em ty-tizn). Nestas
condicbes, o bloqueio alcancou somente 30,7 + 80 em 120 minutos de
incubacio. Esses resultados foram apresentados na Figura 7.

Nos experimentos-controle, © registro das contragBes permaneceu

astavel (99,5% de resposta durante 120 minutos em Krebs; n=4).

3.1,1.2 - Resposta contraturante a adigdo de ACh e K*

A incubacao da preparacdo com todos os lotes de veneno de B. neuwied,
de modo geral, reduziu visivelmente a resposta contraturante ac potassio,
mantendo total ou parcialmente a resposta a adicéo da acetilcolina, sempre que
a dose do veneno utilizada fosse igual ou inferior a 20 pug/ml (Tabela 4). No
entanto, nas doses do veneno superiocres a 20 pg/ml, ou sefa, 50 e 100 pgiml, a
contratura induzida pela ACh mostrou-se, com freqliéncia, parcialmente inibida
e, poucas vezes abolida. Somente as amostras SP3 e RS8 promoveram

blogueio da resposta & adicdo de ACh na concentragao de 20 ug/mi,
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Nos ensaios realizados a 24°C com o veneno mais ativo (SP7), o
blogueio da resposta contraturante de ACh na dose de 50 ug/ml foi
significativamente menos intenso (31,3 + 14,4). J& a resposta & adicdo de
potassio, apesar de estar visivelmente inibida pela baixa temperatura,
permaneceu presente (e com intensidade semelhante) ao final do experimento.

Nos experimentos controle, a resposta a ACh permaneceu inalterada,

porém a resposta ao K’ foi inibida em cerca de 40%.

3.1.1.3. Tratamento com d-tubocuraring

Preparagbes de pintainho (n=3) foram curarizadas (d-tc 5 ug/mi} e
incubadas com © lote de veneno mais ative (SP7 - 20 pg/mi), durante 80 min.
Sucessivas lavagens néo reestabeleceram {(em 20 min) a resposta a
estimulag8o eléfrica indireta, embora a contratura em resposta & adigo ao
banho de ACh (20 ug/ml) estivesse presente e fosse de amplitude semelhante a

do controle (Figura 6).

3.1.1.4, Estimulaciio direta

Somente SP7 foi utilizado nos experimentos para obtencéo de bloqueio
das contracbes em resposta a estimulo elétrico indireto e direto, devido a sua
glevada poténcia. A preparagéo biventer cervicis de pintainho foi previamente
tratada com d-tubocurarina na dose de 8 pg/mi (dose que fol, neste caso,

necessaria para a curarizacéo total) e submetida a estimulagéo direta antes e
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120 minutos depois da incubagio com o veneno. O blogueio em presenga do

veneno somente ocorreu quando se utilizou a dose de 50 ug/ml (60% de

blogueic em 120 min; n=3} (n&o ilustrado em Figura).

Lote  Dose {ug/mi} Tempo para 56% de blogueio {min) n
SP1 100 80,0 + 10,7 3
SP3 20 120,0 7,2 5
50 69,5 47,7 6

100 60,0 £9,1 7

SP4 100 110 £13,9 3
sP5 50 120,0 +7,0 3
100 100,0 +20,7 3

SP7 5 64,5 £4,3 4
10 | 46,5 +3,5 4

20 495474 6

30 30,7 #3,0 3

100 24,0 44,2 3

SP8 50 93,7 +12,0 3
100 78,3 +5,2 3

SPY 20 655449 3
50 84,4 17,2 3

5

100 30,0 14,3

Os resultados est@o expressos pela média de experimentos + erro padrio.
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Lote  Dose {up/mi) Tempo para 560% de blogueio {min) n

RS 106 108,3 £4,4
RS2 N 12504132
RS4 30 1250 +127
100 120,64 2,9
R8s 30 1040 13,4
100 12004168
RS6 100 1234 +12,0
RS7 30 1083 £ 16,9
100 80 £1,7
RSS& 3¢ 12004120
100 107,3+54

L L oW W W W W W W W W

Lote  Dose (ug/mi) Tempo para 50% de blogueio {min) x

MG1 20 105,0 £14.0 3
30 78,3 + 4,4 3
100 3534135 3

Os resultados estiio expressos pela média de experimentos + erro padrio.
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Lote Dose (ug/mi} ACh {120 pAd) KT (13,4 mad} B
% blogueio % blngueio
SP1 20 25,0420,1 90,8 +8.0 3
30 83,0 +15.0 949 43,1 3
SP3 20 77,5 #10,3 95,030 4
30 91,7483 98,1412 4
8P4 24 RSN 1000 3
3 51,8492 160,09 3
AP35 20 41,0 20,3 100.0 3
30 76,0 £35,7 1000 3
SF7 20 2221121 98,2418 3
30 90.2+33 94,7433 3
§P8 2 389 + 200 946454 3
30 633+31,8 100.0 3
APy 20 60,4 +21.3 10060 4
30 1000 97,723 4
R8I 20 46,1 +8.4 100,06 3
3 1080 100,90 3
RS2 20 333433 1660 3
0 88,6 3.9 944429 3
RS3 20 22,2220 1060 3
50 1960 1004 3
R84 24 S86+17.9 100.0 3
50 91,7483 10640 3
RS8% 20 0 100,0 3
30 547 £16.6 160.6 3
RSs 20 37.9+140 1600 3
50 709 £3.8 190,46 3
RE7 20 60,0 £20,5 100.0 3
30 86,1 £10.0 1600 3
RA8 20 783 £11L7 146,0 3
30 100,0 1000 3
MG1 20 580+42 100,06 3

Os resultados estdo expressos pela média de experimentos + erro padrio.
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% p<0,05 (entre o controle e 50 pg/ml de veneno)

Fig. 1 - Comparagdo da atividade bloqueadora induzida por todas as amostras
estudadas sobre a preparacio biventer cervicis de pintainho, sob estimulacdo indireta,
em 120 min de incubacdo. A dose pardametro foi 50 pg/ml. Para melhor visualizagdo, as
barras de cor rosa sdo referentes aos lotes de Sdo Paulo, as de cor azul escuro sdo
correspondentes as amostras do Rio Grande do Sul e a de cor azul claro refere-se ao lote
oriundo de Minas Gerais. A barra de cor cinza (CTRL) representa o controle realizado
com Krebs. Cada barra representa a média de 3 a 6 experimentos + erro padrao.
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Fig. 2 - Representagdo grdfica do bloqueio da resposta contrdtil induzido pelas amostras
procedentes de Minas Gerais e de Sdo Paulo sobre a preparagdo biventer cervicis de pintainho,
sob estimulacio indireta. Cada ponto representa a média de experimentos + erro padrdo.
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Controle (n=4)
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Fig. 3 - Representacio grifica do bloqueio da resposta contrdtil induzido pelas amostras
procedentes do Rio Grande do Sul sobre a preparagdo biventer cervicis de pintainho, sob
estimulacdo indireta. Cada ponto representa a média de experimentos + erro padrdo.
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% p<0,05 (entre o controle e 20 ug de veneno)
# p<0,05 (entre o controle e 50 ug de veneno)

© p<0,05 (entre o controle e 100 ug de veneno)

Fig. 4 - Curva dose-resposta do efeito blogqueador do lote mais ativo (SP7) sobre a preparagio
biventer cervicis de pintainho, sob estimulacdo indireta. Cada ponto representa a média de
experimentos * erro padrdo.
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Fig. 7 - Representacdo grifica do efeito do lote SP7 sobre a preparacdo biventer
cervicis de pintainho, sob estimulo indireto, a 24°C, e sua atividade a 37°C. EElm ambas
as temperaturas, foi utilizada a dose de 50 pg/ml de veneno. Cada ponto representa a
média de experimentos + erro padrdo.




Resultados 29

3.1.2 - Preparagdo nervo frénico-diafragma de camundongo
3.1.2.1 - Estimulagdo indireta

A preparagéo nervo-musculo de camundongo mostrou-se menos sensivel
a acéo bloqueadora neuromuscular do lote SP7, quando submetida a estimulo
elétrico indireto. Na dose de 20 pg/ml, em 5 de 6 experimentos realizados, o
tempo necessario para 50% de blogueio foi 55,8 + 16,8%; no entanto, em
apenas um desses 6 experimentos o bloqueio das respostas ndo atingiu 50%
apos 120 minutos de incubac&o. Na concentragédo de 50 pug/ml, o bloqueio de
50% ocorreu aos 80,2 + 14,8 min (n=5). Para ambas as doses, o bloqueio foi
irreversivel.

Realizaram-se também experimentos na auséncia de calcio e presenca
de estroncio, em que se obteve uma inibicao significativa (p<0,05 em tso-ti20) em
relacdo aos experimentos ensaiados com calcio. A margem de bloqueio, nessas
condi¢des, foi de 40,3 + 7,8%, ap6s 120 min de incubagdo com o veneno, na
dose de 50 ug/ml (Figura 11).

Nos experimentos-controle, a resposta contrati manteve-se estavel

(99,6% de resposta, n=3), durante 120 minutos, com incubag&o em Tyrode.

3.1.2.2 - Estimulacgdo direta

A semelhanca do que ocorre com a preparagdo de ave, observou-se
também blogueio da contragdo muscular em resposta a estimulagéo elétrica

direta na preparacgéo nervo frénico-diafragma de camundongo. Este efeito foi
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observado somente a partir da dose de 50 ug/ml (74 + 18,4% de bloqueio em

120 minutos) e ilustrado na Figura 10.

empe Controle (n=3)
e 20 pg/ml (n=6)
b 50 pg/ml (n=35)

"ﬂ.
N3
p—-—
~
3
S
S
S
Q
3
S
S
=

10

0 T T T T T T T T T ] T 1
0 40 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Tempo (min)

% p<0,05 (entre o controle e 20 ug/ml de veneno)
<0,05 (entre o controle e 50 ug

Fig. 8 - Curva dose-resposta do efeito bloqueador da amostra SP7 sobre a preparacdo
nervo frénico-diafragma de camundongo, sob estimulagio indireta. Cada ponto
representa a média de experimentos + erro padrdo.

Ik

4'5 7'0 min

Fig. 9 - Registro miogrdfico do efeito do lote mais ativo, SP7 (V), sobre a preparacdo nervo
[frénico-diafragma de camundongo, sob estimulacio indireta, na dose de 20 ug/mil.
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Fig. 10 - Registro miogrdfico do efeito do lote SP7 (V) sobre a preparagio de
camundongo submetida a estimulo direto (D), a 50 ug/ml.

et Controle (n=3)
w=mge===§P7 na presenca de calcio (n=6)
wmieen §P7 na auséncia de calcio (n=3)
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% p<0,05 (entre o controle e SP7 na presenca de cdlcio)
% p<0,05 (entre o controle e SP7 na auséncia de cdlcio)

Fig. 11 - Representa¢do grifica do efeito bloqueador do lote de veneno SP7 sobre a
preparagio nervo frénico-diafragma de camundongo, sob estimulagio mdzrem ¢ na auséncia
de cdlcio. A dose utilizada em ambos os casos fm de 20 pg/ml‘ Cada pom‘o representa a média
de experimentos * erro padrdo.
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3.2 - Padroes eletroforéticos das amostras de veneno bruto

Observou-se uma grande variacdo de proteinas entre as diferentes
amostras de veneno de B. neuwiedi, principalmente em relagcdo as ultimas
bandas que mais migraram no gel, ou seja, de carater basico mais acentuado,
como demonstrado na Figura 12. As amostras de veneno de maior atividade
bloqueadora neuromuscular (MG1, SP7, SP8 e SP9) exibiram uma banda
(indicada pelas setas, na Figura 12) de carater basico em diferentes
intensidades de coloragéo (com intensidade menor na amostra SP8). A amostra
identificada como SP6, que também apresenta a mesma banda, foi estudada
por ZAMUNER et al. (1997), demonstrando ter uma atividade bloqueadora
neuromuscular superior & do venenc mais ativo apresentado neste trabalho
(100% de bloqueio em 50 minutos na dose de 10 pg/ml). Ndo foram observadas
diferencas entre as amostras de venenos, provenientes do Estado de S&o
Paulo, Rio Grande do Sul e Minas Gerais que pudessem ser atribuidas as

procedéncias.
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Fig. 12 - Perfil eletroforético dos diversos lotes de veneno estudados. As setas indicam
uma banda presente somente em alguns dos lotes. SP3L se refere a amostra SP3 apos
sua liofilizagdo.




Resultados 34

3.3 - Estudo miogrifico das fragoes isoladas do veneno total

3.3.1. Preparacdo biventer cervicis de pintainho

3.3.1.1. Estimulacdo indireta

Utilizou-se o lote de veneno mais ativo entre os estudados (SP7) para
investigar a presenca de componente neurotéxico no veneno de B. neuwiedi.
Apos a cromatografia, as fracdes foram aplicadas a preparagéo biventer cervicis
de pintainho. Somente P2 e P3 (fragcbes correpondentes aos picos 2 e 3; Figura
14) reproduziram a atividade neurotéxica do veneno bruto. A fragdo mais ativa
(P3, ilustrada nas Figuras 14 e 15) induziu bloqueio total em 80 + 1,7 min (10
ug/ml; n=3), além de contratura. Imediatamente ap6s sua adigdo, P3 causou
uma discreta diminuicdo (2,3%) na amplitude, da contragdo muscular e,
posteriormente, um aumento (4%) dessa amplitude que foi seguido de bloqueio
progressivo e total. A fragcdo P2 (Figuras 14 e 15) determinou 80% de bloqueio
em aproximadamente 120 + 11,8 min (10 pg/ml; n=3) e aumento da amplitude
(20 pg/ml; n=3). A fragéo referente ao pico 1 demonstrou uma atividade
bloqueadora razoavel (64,5% de bloqueio) na concentragdo de 50 pg/ml. As
fragdes correspondentes aos picos 4 e 5 ndo apresentaram efeito neurotdxico.

O perfil cromatografico resultante do fracionamento € demonstrado na

Figura 13.
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Estudou-se também o efeito das fragbes mais ativas em temperatura
ambiente (24°C). Nessa condi¢do, sua atividade inibidora neuromuscular foi
significantemente reduzida. P3 promoveu um bloqueio de apenas 12 + 2,8% na
dose de 10 pg/ml, em 120 min (Figura 17). Ja P2, em temperatura ambiente,
produziu 44 + 2,6% de bloqueio na mesma dose em que promoveu 79,7 £ 10,6%

& 37°C (20 pg/ml; Figura 16).

3.3.1.2 - Resposta contraturante a adi¢cdo de AChe K*

Quanto a resposta contraturante a adigdo de ACh, tanto P2 como o P3
causaram aumento da amplitude da resposta (1243% e 10,7%,
respectivamente) na vigéncia de blogueio completo das contragbes musculares
em resposta & estimulagdo indireta (Figura 15). Ja a resposta a adigéo de K
mostrou-se inibida (90% de bloqueio), apés o bloqueio promovido por P2, e
diminuida (50% de bloqueio), apds o bloqueio produzido pela fragdo P3. A
fracdo referente ao pico 1 induziu bloqueio total da resposta a adicéo de K",
além de bloquear em 70% a contratura a ACh. As respostas para a ACh e K*
produzidas pelas fragdes correspondentes aos picos 4 e 5 ndo foram afetadas.

A temperatura ambiente (24°C), as respostas a ACh e ao K" mantiveram-
se inalteradas, apés 120 min de incubagéo com P3 (10 pg/ml). P2, porem,
induziu um significativo (p<0,05) aumento da resposta a adigao de K*, apos 120
min de incubacdo, que estava parcialmente inibida, antes da adi¢cao da fragao,

devido provavelmente a baixa temperatura (Figura 18).
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Fig. 14 - Representacdo grdfica do bloqueio induzido pelas fracdes mais ativas obtidas do
fracionamento do lote SP7, sobre a preparacdo biventer cervicis de pintainho, submetida a
estimulacdo indireta. Cada ponto representa a média de experimentos + erro padrdo.
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Fig. 15 - Registro miogrdfico do bloqueio induzido pelas fragdes mais ativas sobre a
preparacdo biventer cervicis de pintainho, sob estimulagdo indireta: em (A), o efeito da
fragdo P3, a fragdo mais ativa, na concentragdo de 10 ug/ml; em (B) e (C), o efeito da
fragdo P2 nas doses de 10 e 20 ug/ml, respectivamente. As respostas contraturantes a
adicdo de KCI (@ 13,4 mM) e ACh (A 120 uM) foram registradas no inicio e ao final do
experimento.
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Fig. 16 - Representagdo grdfica do efeito induzido pela fracdo P2 sobre a preparagdo biventer
cervicis de pintainho, submetida a estimulacdo indireta a temperatura ambiente, e sua
atividade a 37°C. A Figura do canto superior, a direita (ja ilustrada anteriormente), demonstra
o efeito induzido pelo veneno bruto (SP7) em condigdes iguais. Cada ponto representa a média
de 3 experimentos +erro padrdo. : :

=g Controle
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Resposta contrdtil (%)
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% p<0,05 (entre o controle e P3 a 37°C)
% p<0,05 (entre o controle e P3 a 24°C,

Fig. 17 - Representagio grifica do efeito induzido pela fracdo P3 sobre a preparagao biventer
cervicis de pintainho, submetida a estimulagdo indireta a temperatura ambiente, e sua
atividade a 37°C. Cada ponto representa a média de 3 experimentos + erro padrao.




Resaltados 39

nin
nin

120

120

30

pAL
20

10
i
i6




Biscussio dos Resultados 40

Nossos resultados comprovam que oS objetivos propostos foram

atingidos: foi determinada a ordem de poténcia entre os varios lotes de veneno
e a possivel relacdo entre essa poténeia e os perfis eletroforéticos e, do lote
mais ativo, foram isolados parcialmente componentes capazes de exibir

neurotoxicidade.

0 blogueio da contratura em resposta ao potassio, observado na maioria
dos experimentos, pode ser justificado pela provavel atividade miotdxica do
veneno, que tem sido investigada através do estudo morfoldgico e da
determinacdo da liberac@io de creatino quinase {CK) liberada na solugdo
nutritiva que permeia a preparagéo, durante experimentos realizados usando-se
a preparacio biventer cervicis de pintainho. De fato, nas condigbes descritas, o
veneno de B. neuwiedi promove uma considerdvel liberagdo de CK samente em
doses superiores a 100 pg/ml com correspondente miotoxicidade (ZAMUNER et
al., 1997}, Por outro lado, DANIELLE, BIANCO, FIDELIO (1993) demonstraram
que as fosfolipases A; P-1 e P-2, isoladas do veneno de B. neuwiedi por VIDAL
& STOPPANI (1971), somente promoveram miotoxicidade em doses acima de
40 ugiml, enquanto que o veneno bruto causou Uma importante miotoxicidade a

10 ug/ml. Sendo essas fosfolipases 5% do total protéico do veneno total, os
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autores sugerem gue elas ndo sejam os principais componentes responsaveis
pela miotoxicidade do veneno bruto. Fato semelhante € observado com a
fosfolipase A; e o veneno iotal de Crotalus durissus ferrificus: a Dlsy para o
veneno total & de 160 nug/Kg, enguanto que para a fosfolipase A; isolada do
veneno e de 5.000 ug/Kg. Entretanto, apds a associagdo entre fosfolipase A2 e
a crotapotina (uma subunidade da crotoxina, outro componente isolado do
venano crotdlico) a Dlsy passa a ser 80 ug/Kg (SLOTTA & FRAENKEL-

CONRAT, 18938; KOUYOUMDJIAN ef a/., 1986).

A neutralizacéo do efeito bloqueador do veneno de B. neuwiedi, em
concentracBes de 50 pg/mi, em temperatura ambiente bem como na auséncia
de céicio (e presenca de estrdncio), sugere a influéncia de atividade enzimatica
relacionada com a neurotoxicidade do veneno, uma vez que a redugdo da
temperatura ¢ a falta de célcio na solugdo nutritiva inbem a atividade
anzimatica, o estrincico desempenha ¢ papel do calcic na transmissac

neuromuscular porém néo o substitui no exercicio da agio enzimatica.

A inibicdo da resposta a estimulacéo direta somente em doses superiores
a 50 ug/mi, nas preparacGes nervo-musculo de pintainho e camundongo,
também corrobora as indicagdo de que 0 veneno de B. neuwiedi € miotoxico.
Esse efeito tem sido relatado para venenos botropicos, como os de &

jararacussu (RODRIGUES-SIMIONI, BORGESE, CECCARELLL, 1883), B
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insularis (COGQ et al., 1993) e B. pirajai (COSTA et al.,, 1998). O veneno de B.
insufaris induziu redugdo nos valores de potencial de repouso (RP)
principaimente através de sua acdo diretamente no sarcolema; esta conclusao &
derivada do fato de que a d-tubocurarina antagonizou somente a redugéo do RP

causada por baixas doses de veneno (COGQO et af., 1993).

As diferencas encontradas entre os varios lotes estudados quanto a sua
atividade blogueadora neuromuscular justificam-se, provavelmente, pela
variacdo na quantidade de toxinas presentes nos venenos, esse teor &
dependente de vérios fatores, como idade, sexo, alimentag@o efou ambiente
onde vive, além da diversidade quanto aos procedimentos de secagem e/ou
estocagem do veneno. Um dos dois venenos menos ativos (R83), entre os
estudados neste trabalho foi extraido de uma serpente jovem, o que poderia
levantar a suposicfio de que a atividade neurotdxica presente no veneno de B,
neuwiedi seja uma caracteristica tardia. Além disso, a amostra MG1, uma das
mais ativas, obtida de serpentes adultas, reforgaria esta sugestéo. MEIER, em
1986, ao estudar o veneno de B. atrox, verificou consideraveis diferencas nos
padrdes eletroforéticos de serpentes de diversas idades, no que se referia a
quantidade de bandas presentes: a medida que aumentava a idade da serpente,
observava-se uma significativa queda no nlmero de bandas. Por outro lado,
muitos autores tém demonstrado que, em geral, os individuos recém-nascidos e

jovens da familia Crotalidae possuem venenos mais ativos que os adultos
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(MINTON, 1967, FIERQ et a/,, 1972; REID & THEAKSTON, 1978, GUTIERREZ,

CHAVES, BOLARNOS, 1980; MEIER & FREIVOGEL, 1980),

A variacéo geografica também pode ter sido componente importante na
desigualdade dos resultados apresentados, ja que, peloc menos de modo geral,
as amostras de veneno procedentes de serpentes do Rio Grande do Sul
maostraram-se menos ativas que as oriundas do Estado de S&0 Paulo.
RODRIGUES ef al (1998) verificaram variagGes nos perfis eletroforéticos
quanto a proteinas de carater basico entre venenos de B. neuwied! procedentes

de Sd0 Paulo e de Minas Gerais.

E possivel supor que haja um componente presente em alguns venenos
de B. neuwiedi responsavel pela variagdo na intensidade de sua atividade
neurotoxica, pois, entre os 17 venenos estudados, somente os padrdes
eletroforéticos das amostras correspondentes a alguns dos venenos mais ativos
(SP2, SP8, SP7, SP8 e SP9) exibiram uma banda gue se apresentou com
coloragéo menos intensa no veneno menos ativo entre estes cinco (SP8).
Somente um entre os lotes mais ativos (8P3) n&o exibiu esta banda; o mesmo
lote foi um dos dois Unicos que exibiram intensa atividade pds-sinaptica em
baixas doses, entre todos os estudados. No entanto, observando ¢ perfil

pletroforético dos varios lotes, nfo identificamos caracteristicas, que pudessem
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ser responsabilizadas pela variagdo geogréifica existente entre os venenos

procedentes dos Estados de 8280 Paulo, Rio Grande do Sul e Minas Gerais.

Apesar das diferengas na sua intensidade de efeito, alguns lotes de
veneno apresentaram um aumento inicial da amplitude das confragbes em
resposta a estimulagéo elétrica isolada indireta, precedende o blogueio, o que,
aliado a outras evidéncias, poderia ser interpretado como mais um indicativo de
uma agao pré-sinaptica, relacionado a facilitacéo da liberagéo de ACh, induzida
pelo veneno. Esses resultados corroboram 08 recentes estudos sobre o veneno
de Bothrops neuwiedi, que demostraram sua atividade neurotdxica pre-
sinaptica, quando aplicado em baixas doses (5, 10 e 20 ug/mi), sobre 3
preparacéo biventer cervicis de pintainho (ZAMUNER et al, 1997). Mais
recentemente, DURIGON ef al. {1998} observaram que a pegonha de B.
nauwiedi também induz despolarizacdo e aumenio (55 vezes o registro
controle) da frequéncia dos potenciais em miniatura (MEPPs), além de
potenciais gigantes (3 vezes a amplitude de MEPPs controle). Outra
caracteristica comum a todas as amostras estudadas no presente trabalho foi a
irreversibilidade do blogueio, que j& havia sido apontada, por ZAMUNER et al,
{1997), como caracteristica da atividade neuromuscular do veneno de B.
negwiedi. Além disso, nossa observagdo de que o bloqueio produzido também &
irreversivel em preparagbes previamente curarizadas, de certa forma, reforca

estas observacbes. Esses dados apontam para a presenga, no veneno, de
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componente ativo na jungdo neuromuscular ndo relacionado a sua interagéo
com receptores colinérgicos. RODRIGUES-SIMIONI ef al. (1983) demonstraram
o intenso efeito despolarizante da fracdo ativa isolada do veneno de B
Jararacyssy, que induzia inibicdo do potencial de acdo composto. A mesma
fragdo produziu elevagdo inicial na frequéncia de MEPPs. Em 1983, COGO et
al. relataram também o efeito pré-sinaptico do veneno de B. insularis, verificado
pela inducdo de aumento na fregliéncia dos potenciais de placa terminal em
miniatura (MEPP) e de discreto aumento na amplitude da resposta contratii em

preparagbes de ave e camundongo.

A maior sensibilidade da preparac8o biventer cervicis de pintainho,
quando comparada a preparacdo nervo frénico-diafragma de camundongo,
evidenciou-se principaimente em experimentos em que foi utilizada estimulacao
indireta. Por outro lado, sob estimulacfo direta, a preparacéo de camundongo
apresentou-se mais sensivel. Esta divergéncia, dependente do tipo de
estimulaco, pode estar relacionada com a populagdo diferenciada de fibras
glicoliticas e oxidativas presentes nestes venenos, como foi sugerido por
FRANCO et al. (1998) que verificaram diferencas de respostas musculares ao
avaliar a atividade neurotdxica e miotéxica das pegonhas de Crotalus durissus
terrificus, Bothrops jararacussu e de suas principais toxinas (crotoxina e
bothropstoxina), em preparagbes nervo frénico-diafragma e extensor digiforium

iongus de camundongo.
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Apds o fracionamento, a atividade bloqueadora do veneno foi recuperada
nas fragbes correspondentes aos picos 2 e 3 (P2 e P3), que foram mais
potentes que o veneno total em bloguear a contragdo muscular, na preparagéo
nervo-mascuic de pintainho, sem abolir a resposta contraturante da ACh,
confirmando novamente a atividade pre-sinapfica do veneno de B, neuwiedi
(ZAMUNER et al, 1997), a semelhanca do veneno crotdlico e da prépria
crotoxina (VITAL BRAZIL, FONTANA, HELUANY, 1979). A fracéo P3 pareceu
ser o principal responsavel pela atividade neurotdxica da pegonha em
preparacdo de ave, por apresentar bloqueio total e irreversivel com manutengéo
da resposta a ACh. DURIGON ef &l (1998) tém observado que a fragdo P3
reproduz as caracteristicas o veneno total como despolarizagéo e aumento da
freqiéncia dos potenciais em miniatura {MEPPs), em diafragma de
camundongo. Com essas caracteristicas, podemps comparar este componente
parciaimente purificado do veneno de B. neywiedi mais uma vez com o veneno
de cascavel ou com a propria crotoxing, que induz bloqueio precedido pela

facilitacdo da liberagéio do neurctransmissor (VITAL BRAZIL et al., 1979).

Q fato de que as fragbes cormespondentes aos picos 1 e 2 tenham sido
mais eficientes em bloquear a resposta & adigdio de K' do que as fragbes
referentes aos picos 3, 4 e 5 sugere que a miotoxicidade do veneno pode estar

mais concentrada nos picos 1 e 2. Porém, o efeito miotdxico dessas fraches
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(assim como do veneno total) pareceu estar inibido a 24°C. Esse dado pode

indicar gue a miotoxidade seja induzida por uma substancia enzimatica.

A reducdio significativa do efeito blogueador dos picos 2 ¢ 3 a
temperatura ambiente, demonstrada neste estudo, j& era esperada devido ao
relato de VIDAL & STOPPANI (1971), que caracterizaram duas fosfolipases A;
(P-1 e P-2} no segundo e no terceiro picos do perfil cromatogréfico, e pelo fato

de que ¢ veneno total tambem ter exibide o mesmo comportamento.

Neste estudo, a fraggo P3 induziu também aumento inicial da amplitude
{ainda que discreto) da contracdo muscular evocada. Esta caracteristica é mais
comumente descrita para venenos crotalicos e elapidicos. A B-bungarotoxing, a
crotoxina e a taipoxina agem pré-sinapticaments, interferindo na terminacéo
nervosa motora (reviséo de HOWARD & GUNDERSEN, 1980). Esse efeito é
precedido por uma fase facilitatéria, na qual a amplitude dos potenciais de placa
evocados & aumentada (ABE, ALEMA & MILED!, 1977, LIVENGOOD et al,
1978). Essas toxinas possuem atividade fosfolipasica. A dendrotoxina também
facilita a liberacdo evocada do neurotransmissor, porem é destituida de
atividade fosfolipésica. DREYER & PENNER (1987) demonstraram que a §-
bungarotoxina, a crotoxina, a taipoxina e a dendrotoxina possuem um

mecanismo de acdo pré-sinaptico comum, ou seja, todas aumentarm o influxo de
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calcio no terminal nervoso. Os mesmos autores sugeriram que esse mecanismo

ocorria atraves da inibicdo dos canais de potassio.

Os venenos de serpentes contdém uma variedade de polipeptideos
pode-se sugerir que o veneno de B, neuwiedi possua mais de um componente
responsavel pelos efeitos no muscuio e na placa motora. Ficou evidente que 0s
efeitos do veneno nessa regido estdo relacionados com atividade enzimatica;
porém a reducio da temperatura nao aboliu todos esses efeitos, como no caso
da fragdo correpondente ao pico 2, P2, que apresentou um intenso efeito
facilitador a 24°C. Esse dado sugere gue um componente nao-enzimatico
também esteja envolvido na atividade neuromuscular do veneno, como no
exemplo acima descrito, sobre a dendrofoxina, a B-bungarotoxina, a crotoxina e
a taipoxina, Entretanto, somente através do isolamento e da caracterizagéo de
cada componente encontrado com atividade neuromuscular, seria possivel

alcancar a resposta para tais questles.
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#® Venenos de Bothrops neuwiedi extraidos de serpentes diferentes podem

apresentar divergéncias marcantes quanto a sua atividade neurotdxica, porém
parecem manter algumas caracteristicas que os distinguem de outros venenos de
serpentes, como contratura, facilitagio precedendo o bloqueio, manutencao da
resposta & adic8o de acetilcolina em baixas doses e inibicio da resposta a adi¢io

de potassio.

# O veneno bruto apresenta caracteristicas que sugerem gue O mesmo atue
preferencialmente em sitios pré-sinapticos, como manutencéo da reposta a ACh
emn baixas doses e blogueio irreversivel de preparagbes curarizadas, apesar de

apresentar também um efeito pds-sindptico menos intenso e mais tardio.

# O efeito neurotdxico do veneno e de suas fragbes ativas parece estar
relacionado a sua atividade enzimética, uma vez que o mesmo € inibido na

auséncia de calcio e em temperatura ambiente.

= O veneno total demonstra possuir miotoxicidade, considerando-se a inibigéo da

resposta contraturante ao potassio e a estimulagdo direta.




Conclusgoe 30

% A peconha de B, neuwiedi demonstrou possuir um componente neurotoxico
que, parcialimente isolado, possui atividade bloqueadora superior a0 veneng total
e menor intensidade de efeito sobre & membrana muscular, preservando a

resposta dos receptores pos-sinapticos a adigéo da ACh.

Suporte _Linapceive: CNPq/ Faep
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The objective of this research was to compare the neurotoxicity of B.

neuwiedi venoms from Sao Paulo, Rio Grande do Sul and Minas Gerais States,
aiming to the partial isolation of the neurotoxic component from the more active
crude venom.

To evaluate the neurotoxic activity of the studied venoms we carried out a
screening using the indirectly stimulated chick biventer cervicis preparation. We
evaluated also the effect of the more active venom on directly stimulated chick
muscle and on the directly and indirectly stimulated mouse phrenic nerve-
diaphragm preparation. In these cases, the muscle was previally curarized. The
various crude venoms were also compared by electrophoresis. The more active
venom was fractionated by molecular exclusion. Afterwards, we carried out the
assay of the resulting fractions in chick biventer cervicis preparation.

The venoms showed notable differences regarding their neuromuscular
blocking activity and the venoms from Sa0 Paulo and Minas Gerais States were
more active than those from Rio Grande do Sul. in spite of the evident diversity (2-
90% of blockade at 20 pg/mi), all the venoms induced dose-dependent and
irreversible blockade, besides contractures, and inhibited the response to KCL
Fourteen out of sixteen venoms preserved ACh response at concentrations up fo

20 pgimi, after 120 min of incubation, even when blockade persisted. The
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electrophoretic patterns showed a band that was present only in some of the six
more active crude venoms. The other venoms didn't showed that band.

The more potent venom inhibited the directly and indirectly stimulated
mouse muscle as well as the directly stimulated chick muscle. At room
temperature or in the absence of Ca”, the effect on evoked twitch-tension and KCl
respanse was significantly reduced. Under indirect stimulation, chick muscles
were more sensitive to venom activity than mouse preparations; under direct
stimulation, mouse muscle was more sensitive.

After fractionation, the neuromuscular activity was recovered in fractions P2
and P3, corresponding to peaks 2 and 3 of the elution profile. These fractions
induced a higher and faster twitch-tension blockade than crude venom, with {otal
maintenance of ACh response. While P2 biocked totally the contracture to K', P3
caused a partial blockade. At room temperature, the effect of both active fractions
on twitch-tension and KCi response were reduced.

Qur results confirm the previcus assumption that B. neuwiedi venom acts
preferably at presynaptic sites, and at muscle cells. These actions are probably
related to its enzimatic activity and they can vary according to the verniom origin.
The venom neuromuscular activity is presurely due to one or more neurotoxic

components that correspond to peaks 2 and 3 of the elution profile.
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