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RESUMO

A serpente Micrurus dumerilii carinicauda (M.d carinicauda) é uma
espécie de coral, encontrada do Norte de Santander, regido nordeste da Colémbia,
atravessa a Bacia do Maracaibo e estende-se até Caracas no Estado de Miranda, na
Venezuela. Pouco se conhece sobre o modo de agdo do veneno desta espécie de
Micrurus, que contém uma variedade de neurotoxinas € miofoxinas.

Neste trabatho, o wveneno de M. d carinicauda  induzin bloqueio
neuromuscular nas preparacdes nervo frénico-diafragma de rato e biventer cervicis
de pintainho. Em ambas as prepara¢des, o veneno (5 pg/ml) nfio deprimiu a
resposta contratil evocada pela estimulagfio elétrica direta. A Neo (5,8 uM) ¢ a
34-DAP (230 uM) antagonizaram, parcialmente, o efeito bloqueador
neuromuscular produzido pelo veneno (5, 10 ¢ 20 ug/ml) nas preparagtes nervo
frénico-diafragma de rato, enquanto as sucessivas lavagens da preparagio com
Tyrode foram ineficazes na tentativa de reverter o bloqueio neuromuscular
induzido pelo veneno, Tais resultados sugerem uma agdo do veneno nos receptores
colinérgicos nicotinicos pos-sindpticos.

As contraturas induzidas pela adicdo de acetilcolina (ACh;15 uM) tanto no
diafragma desnervado como no biventer cervicis de pintainho (ACh; 37 uM)
foram inibidas pela acfio do veneno (5 pg/ml), mas a contratura evocada pela

adigdo do KCl (134 puM) ndo foi deprimida. Sugerindo mais uma vez, que a agéo
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do veneno ocorre nos receptores colinérgicos nicotinicos e que ndo possui agdo
sobre a fibra muscular, nesta dose estudada.

Esta hipotese foi confirmada com o estudo dos potenciais bioelétricos. O
veneno, na dose de 5 pg/ml, produziv um progressivo decréscimo na amplitude e
freqiiéncia dos potenciais de placa terminal em miniatura (pptm) até seu blogueio
completo. A Neo e a 3,4-DAP foram capazes de reverter totalmente o blogueio
dos pptm, sugerindo assim que a agdo do veneno (5 ug/ml) ocorra pos-
sinapticamente. O estudo do potencial de membrana mostrou que o veneno (5
ug/ml) nfo possm agdo despolanzante sobre a fibra muscular do diafragma de
rato, embora os estudos morfoldgicos tenham demonstrado que este possui agHo
miotoxica ja com esta dose. A dissociacfo dos efeitos miotoxicos dos efeitos
farmacologicos estd relacionado com o nimero de fibras musculares que
permaneceram integras.

O efeito miotoxico do veneno, na preparagio nervo frénico-diafragma de
rato, mostrou ser dose-dependente. Estudos histologicos ¢ ulira-estruturais
mostraram que nas doses de 5 e 10 pg/ml o veneno induziu miotoxicidade ¢, esta
foi mais evidente com a dose de 10 pug/ml, afetando a integridade do sarcolema de
mumerosas fibras musculares ¢ produziu desorganizacdo dos sarcdmeros e amda
condensaciio dos miofilamentos. Nestas mesmas doses, o veneno também causou
alteracOes ultra-estruturais sobre a jungdo neuromuscular, dentre as quais a

biparticdo do terminal nervoso e invaginagéo dos processos da célula de Schwann,
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alteragBes topologicas na distribuic8o das wvesiculas sindpticas, bem como a
presenga de mitocOndrias degeneradas e mdentagdes Omega, formando pequenas
mnvaginaghes no axolema. Em conclusdio, os resultados sugerem que o veneno
induz miotoxicidade nas preparaces estudadas, mas o efeito predominante do

OCOITE NOS receptores colinérgicos mcotinicos pds-sinapticos.
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Introducdo

1.1 - A Familia Elapidae: distribuicio geografica

As serpentes venenosas pertencem a trés familias dentro da subordem das
Serpentes. as Viperidae (serpentes do Velho Mundo e as viboras), as Elapidae
{cobras, mambas, kraits, serpentes corais) ¢ as Colubridae (aproximadamente 80
géneros venenosos). Uma classificagdo alternativa € colocar as Hydrophidae
{cobras do mar) dentro da familia das serpentes venenosas (BERGER & BHATT],
1989).

Dentre essas, a familia Elapidae interessa epidemiologicamente, porque a
picada destas serpentes constitui um importante problema de saade piblica em
dreas rurais, nos paises em desenvolvimento. Muitas destas espeécies sdo
responsaveis por acidentes em humanos (AMUY et al., 1997).

A familia Elapidae possui representantes na América, Africa, Asia,
Australia ¢ Nova Guiné, perfazendo um total de 43 géneros (VITAL BRAZIL,

1980). Das 2300 espécies de serpentes existentes no mundo, 240 estdo incluidas
UNICAMP
RIBLIOTECA CENTRA
SECAQ CiRuULANTF

1.2 - Caracteristicas das serpentes do género Micrurus

nestes 43 géneros (KOCHVA, 1987).

As serpentes do género Micrurus (popularmente conhecidas por serpentes
corais) sdo as representantes da familia Flapidae nas Américas. Esses
representantes sfo particularmente importantes do ponto de vista médico,

cientifico e social pelo fato de causarem acidentes gravissimos, apesar da baixa

2



Introchugdo

meidéncia. Essas serpentes, abundantes nas Américas Central e do Sul ¢ menos
abundantes na América do Norte, possuem os dentes inoculadores conectados as
glindulas de veneno e providos de sulcos por onde ele escoa, isto €, sfo
Proteréglifas. Os dentes estdo localizados na regidio anterior da boca (maxilar
superior), ¢, no ato da picada, musculos sdo acionados e respondem pela
eliminaclio instantinea do veneno (VITAL BRAZIL, 1982). Todas as
Proterdglifas s@o venenosas (KOCHVA, 1987).

As serpentes corais (corales, coralillos, coralillas), sdo as Elapidae do Novo
Mundo, atualmente, incluidas em 2 géneros: Micruroides e Micrurus. As
Micruroides sdo conhecidas no sudeste dos Estados Unidos e no oeste do México.
Ha somente uma espécie de Micruroides, Micrurcides euryxantus, na qual 3
subespécies sdo reconhecidas. O género Micrurus ¢ distribuido ao longo das 4reas
tropicais ¢ femperadas quentes da América do Norte, Central e do Sul ¢
provisoriamente, engloba o género Leptomicrurus, e em conjunto incluem 53
especies € mais de 120 subespécies, distribuidas do sudeste dos Estados Unidos &
regido central da Argentina, ocupando uma variedade de hdbitats, desde regides
desérticas até florestas (umidas (ROZE, 1982, 1989; ROZE & BERNAL-CARLO,
1987, CAMPBELL & LAMAR, 1989).

Apesar do grande namero de representantes do género Micrurus, a literatura

existente € muito escassa (BOLANOS & CERDAS, 1980) e poucas espécies t€m
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sido investigadas quanto ao modo de acfo dos seus venenos (BARROS e al,
1994).

Do ponto de vista médico-epidemioldgico, as mais importantes espécies de
Micrurus sio. M. fulvius nos Estados Unidos, M. diastema, M. distans ¢ M.
laticolares no México ¢ Guatemala, M. rigrocinctus ¢ M. alleni no resto da
América Central e M. mipartitus, M. corallinus, M. frontalis, M. spixii, M.
surinamensis, M. isozonus e M. dumerilii carinicanda na Aménca do Sul

(ALAPE-GIRON ef al., 1994).

1.3 - Acidentes por Micrurus

A quase totalidade dos acidentes ¢ provocada pela manipulagio das
serpentes sem as devidas precaugdes ¢ técnica, por individuos que as tomam pelas
falsas corais (serpentes n§0~pegonhentasj cuja natureza inofensiva, juntamente
com sua coloragfio atrativa (anéis alternados em vermelho, amarelo ou branco e
preto), tem, em muitas ocasides, induzido ao seu manuseio inadequado
(CAMPBELL & LAMAR, 1989).

Apesar do grande niimero de espécies de corais, de sua ampla distribuigdo
geografica no continente americano e da gravidade do acidente provocado pelas
Micrurus, o estudo dos venenos de tais serpentes tem recebido pequena atengdo
(BOLANOS & CERDAS, 1980). Em parte, isto ocorre pela dificuldade que seus

habitos subterrdneos e esquivos oferecem para sua captura, e da necessidade de
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condicdes adequadas para manté-la em cativeiro (CAMPBELL & LAMAR,

1989).

A incidéncia dos envenenamentos pela picada das serpentes Micrurus, na
America, nfo possui a alta fregii€ncia observada nos envenenamentos causados
pelas serpentes viperideas ¢ crotalideas, porém alguns relatos de acidentes tém
ocorrido recentemente (PETTIGREW & GLASS, 1985: MINISTERIO DA
SAUDE DO BRASIL, 1998; COELHO ef al.,1993). Os acidentes provocados
pelas serpentes corais sfo freqiientemente gravissimos, podendo sobrevir a morte
em poucas horas, se as vitimas ndo forem tratadas convenientemente (ver aspectos
clinicos do envenenamento) (VITAL BRAZIL, 1980).

A austeridade dos sintomas de envenenamento por picada de Micrurus pode
variar de trivial a extremamente grave. Os estudos das pegonhas das serpentes do
género Micrurus ®©m sido direcionados para a compreensio dos fendmenos
biologicos envolvidos nos efeitos que as mesmas causam, que inclui um
progressivo bloqueio da transmissfio neuromuscular, podendo levar a parada

respiratoria ¢ por conseguinte & morte ocorre em razio da (ALAPE-GIRON ez al,

1994).

1.4 - Aspectos clinicos do envenenamento e soroterapia

Os sinais e sintomas do envenenamento por Micrurus sio resultantes de

uma paralisia progressiva da musculatura esquelética, isto ¢, bloqueio da

5



Introducic

neurotransmissfo o qual pode evoluir até a faléncia regpiratoria e morte, a menos
que a vitima receba ventilagdo artificial. Os efeitos resultantes da paralisia
ocorrem nas primeiras 2 a 6 horas do envenenamento, ¢ podem levar até 48 horas
para atingir intensidade méxima. Estes consistem em sintomas sistémicos como
euforia, ndusea, vémito, salivaglio excessiva, parestesia na extremidade picada,
ptose, fraqueza, reflexos anormais, paralisia motora, depressdo, dispnéia e
paralisia respiratoria (VITAL BRAZIL, 1980; CAMPBELL & LAMAR, 1989).

A partir destas observagOes clinicas em humanos e animais de laboratorio,
foi sugerido que os sinais e sintomas decorrentes da picada destas serpentes eram
dev.idos aos efeitos neurotoxicos (BRAZIL, 1914; RAMSEY & KLICKSTEIN,
1962; McCOLLOUGH & GENNARO, 1963; VITAL BRAZIL, 1965; PARRISH
& KHAN, 1967, RUSSEL, 1967; ROSENFELD, 1971; SHAW, 1971; IMENEZ-
PORRAS, 1973; SNYDER et al, 1973, VITAL BRAZIL, FONTANA,
PELLEGRINI FILHO, 1976/77, VITAL BRAZIL, 1980, 1987; MOUSSATCHE
& MELENDEZ, 1979; VITAL BRAZIL & FONTANA, 1983/84; DALO et al,
1989), geralmente fatais para o homem (COHEN, DAWSON, SELIGMAN ,
1968; ALAPE-GIRON et al., 1994).

Clinicamente, sdo idénticos oS sinais € sintomas neurofOXicos gerais,
observados nos acidentes causados pela mordedura das varias espécies de
serpentes elapidicas, quer da Africa, Asia, Oceania ou Américas, e sdo causadas

pela acfio das neurotoxinas presentes nos venenos (VITAL BRAZIL, 1980).
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Entretanto, apesar de possuirem simnais € sinfomas neurotoxicos similares, a
importancia médica dos diferentes géneros difere, enormemente, nos diferentes
paises (VITAL BRAZIL, 1980).

Os estudos empreendidos em modelos de envenenamento experimental por
Micrurus mostra que 05 venenos apresentam um amplo espectro de atividades
farmacologicas, reproduzindo os sinais e sintomas assinalados clinicamente nos
pacientes acidentados. Além dos cuidados sintomaticos (ventilagdo artificial e
neostignina precedida de atropina, na vigéneia de parada respiratéria), a
soroterapia, com antivenenos heterélogos de animais hiperimunizados com
venenos brutos, € o principal tratamento para ¢ envenenamento por picada de
serpentes corais (RUSSELL, 1983; BOLANOS, 1984; ALAPE-GIRON et al,
1994).

Muitos laboratorios, em diferentes paises, produzem o soro contra ¢ veneno
de Micrurus (THEAKSTON & WARREL, 1991). Se o antiveneno é administrado
poucas horas apds a picada, a parada respiratéria pode ser evitada, mas se ha
demora no inicio do fratamento, os sinais e sintomas neuroldgicos aparecem, e
nem sempre € possivel prevenir as agGes adicionais do veneno, ou reverter
rapidamente as alteragBes que j& ocomreram. O soro antielapidico, para uso na
América Central, ¢ preparado mediante a mescla dos venenos das duas
subespécies mais comuns de M. nigrocinctus (a princiﬁai serpente da América

Central): M. nigrocinctus nigrocinctus e M. nigrocinctus musquitensis, em partes
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iguais. Este soro antielapidico é polivalente, sendo utilizado para neutralizacéio de
venenos de outras espécies de Micrurus, e é produzido mediante a imunizacio de

cavalos, que s&0 exsanguinados 4 vezes ao ano (BOLANOS & CERDAS, 1980).

L5 - Caracteristicas dos venenos das serpentes do género Micrurus

Os estudos farmacolégico e bioquimico dos venenos de animais e de suas
toxinas sdo de extrema importincia, 'pois somente através deles € possivel a
aquisicdo de conhecimento adequado sobre a fisiopatologia dos envenenamentos e
a instituicdo de medidas racionais e eﬁci’entes em seu tratamento. Além disso,
auxiliam no esclarecimento de vérios fendmenos fisiologicos e fisiopatolégicos do
organismo ¢ o estudo das toxinas, presentes nesses venenos, tem mostrado que
gstas atuam como valiosos instrumentos de peéquisa., além de se prestarem &
clucidaclio das relagbes taxondmicas entre animais pegonhentos (MACDONNEL
et al., 1976; MYERS & DALY,1976).

Venenos de Micrurus analisados, exibiram modelo eletroforético similar,
com uma banda muito intensa de proteinas de baixa massa molecular relativa,
muito semelhantes 4s do veneno de Ngja, também Elapidae. Assim, venenos de
Micrurus, Unicos elapidios na América, exibem propriedades bioldgicas
semethantes a de outros géneros da familia que séo encontrados na Asia e Africa

(TAN & PONNUDURAL 1992).
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Os venenos de Micrurus sdo complexas misturas de proteinas (ALAPE-
GIRON et al., 1996; ROSSO ef ¢, 1996) ¢ mais de 49 proteinas de baixa massa
molecular t€m sido identificadas em alguns venenos de Micrurus (PERKINS &
TOMER, 1995).

Os venenos de serpentes corais ndo causam alteragbes no sitio da
mordedura, tais como edema, hemorragia e necrose. Efeitos nefrotéxicos também
néo sfo evocados por estes venenos em animais ou humanos (VITAL BRAZIL,
1980). A atividade proteolitica é pequena ou nula, quando testada em substratos
sintéticos ou naturais (MEBS, 1970; AIRD & SILVA, 1991; TAN &
PONNUDURAI 1992, BARROS et al, 1994). Os venenos de Micrurus
apresentam atividade fosfolipasica A,, produzindo hemolise in vitro, porém in vivo
nao causam hermolise intravascular ou hemoglobintiria (VITAL BRAZIL, 1980).

Embora tenham sido feitas generalizacdes a respeito das propriedades
farmacologicas dos venenos de Micrurus, no que se refere & neurotoxicidade e a
auséncia de efeitos locais, tais como necrose e hemorragia, alguns estudos tém
mostrado a ocorréneia de mionecrose, apOs © envenenamento por algumas
espécies de Micrurus (WEIS & MCISAAC, 1971; GUTIERREZ er al, 1982,
1983; MEBS & OWNBY, 1990).

Os venenos das serpentes elapidicas apresentam neurotoxinas (NTXs) pos-
sinapticas ¢ podem encerrar NTXs pré-sindpticas (KELLAWAY, CHERRY,

WILLIAMS, 1932; LEE, CHANG, CHEN, 1972), além de muitos outros
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constituintes toxicos, dentre o$ quais podemos salientar as cardiotoxinas e
fosfolipases A, (CHANG, 1979; HARVEY, 1990; LAI, WEN, LEE, 1972;
VITAL BRAZIL, 1980; VITAL BRAZIL & FONTANA, 1983/84). Embora a
das serpentes da familia Viperidae, recentemente foi isolada e caracterizada uma
hemorragina do veneno de Ophiophagus hannah (king cobra) (TAN &
SAIFUDDIN, 1989; TAN & PONNUDURAI, 1992). O veneno desta espécie da
familia Elapidae j4 havia sido relatado, por exibir um efeito hemorragice
relativamente alto, OHSAKA, 1979, Estudos recentes também demonstraram que
o veneno de Micrurus gveryi produz discreto efeito hemorragico, confirmado
através da analise histologica (BARROS ef o/, 1994),

() veneno € constituido por uma complexa mistura de moléculas de natureza
quimica diversa e de diferentes agfes (J.IMENE%PORRAS, 1970, TU, 19771
Dentre os componentes, aproximadamente 90% sfio proteinas, dotadas de
atividades enzimaticas e/ou toxicas, tais como, fosfolipases, fosfodiesterases,
fosfatases, acetilcolinesterases ¢ enzimas proteoliticas. Os 10% restantes sfo
compostos ndo protéicos como carboidratos, fosfolipideos, aminas biogénicas,
peptideos, nucleotideos, ions ¢ agua (BIEBER, 1979; BERGER & BHATT], 1989;
BJARNASON & FOX, 1994). Estes componentes t€m a funclo pritnaria de
imobilizar ou de matar a presa e, em seguida, digeri-la. O sucesso da captura e

digestdo da presa devem-se as atividades neurotéxicas (pré/pos-sindpticas),
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cardiotoxicas, miotéxicas, coagulantes, anticoagulantes, hemorragicas ¢, direta ou
indiretamente, nefrotoxicas ou hepatotoxicas do veneno. Estas atividades, tanto em
acidentes humanos como nos causados experimentalmente, sfo devidas a efeitos
aditivos ou sinérgicos € também a antagbnicos, produzidos pelas diferentes toxinas
€ enzimas presenies nos venenos, que atuam gquer, indiretamente, através da
liberagio de substéncias farmacologicamente ativas, quer, diretamente, através de
acOes nas membranas celulares (LEE & CHANG, 1966; IWANAGA & SUSUK],
1979; BERGER & BHATTI, 1989; GUTIERREZ & LOMONTE, 1989; HARRIS

& CULLEN,19%0).

1.53.1 - Acfo neurotdxica

As serpentes pertencentes as familias Flapidae (cobras, kraits, mambas,
serpetites tigre e serpentes corais) e Hvdrophidae (serpentes do mar) tém venenos
neurotdxicos tipices, com alto contetdo de neurotoxinas (VITAL BRAZIL, 1982),

As neurotoxinas sfo os constituintes mais toxicos do veneno e sfo divididas
em duas classes farmacoldgicas, com base nos seus sitios de acfo, as pré-
sinapticas e pos-singpticas (IWANAGA & SUSUKI, 1979).

As NTXs elapidicas pés-sinapticas sfio proteinas basicas de baixa massa
molecular relativa (entre 7.000 a 8.000 daltons). Em virtude da sua baixa massa
molecular, podem ser rapidamente absorvidas pela circulagio sistémica,

difundidas para todos os tecidos, explicando a precocidade dos sintomas do
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envenenamento (MINISTERIO DA SAUDE, 1998). S0 constituidas de cadeia

polipeptidica unica, interligada por pontes de dissulfeto, sendo que, em um grupo
sdo formadas por 61-62 residuos de 15-16 aminoacidos ¢ 4 pontes dissulfidicas
(cobratoxina do veneno de Noja naja atra, toxina do veneno de Naja nigricolis,
etc.) € em outro, de 71-74 residuos de 17-18 aminoécidos e 5 pontes dissulfidicas
(o-bungarotoxina do veneno de Bungarus mutlicictus, toxinas T; e Ty do
veneno de Ngja ngja naja, etc.). A cobratoxina, do primeiro grupo, causa bloqueio
reversivel, enquanto a o-bungarotoxina, do segundo grupo, causa bloqueio
wreversivel nas preparaces neuromusculares isoladas. Estudos mostram que 2
ureversibilidade estarta higada ao mator ndmero de aminoacidos hidrofdbicos,
presentes nas moléculas das neurotoxinas pos-sindpticas do segundo grupo
{(VITAL BRAZIL, 1980). As NTXs pos-sinapticas combinam-se com 08
receptores colinérgicos da placa, sem promover despolarizacio da membrana
dessa regido da fibra muscular. As NTXs elapidicas pds-sinapticas ocorrem nos
vepenos de todas as serpentes elapidicas (e nas Hydrophidae) até o presente
momento estudados. As drogas anticolinesterdsicas (neostigmina e edrofénio)
podem antagonizar o bloqueio neuromuscular causado pelas NTXs pos-sinapticas
(VITAL BRAZIL et gi., 1976/77, VITAL BRAZIL, 1980).

As NTXs elapidicas pré-sinapticas séo proteinas de massa molecular variada
{entre 12.000 a 56.000 daltons), basicas ou moderadamente dcidas. As NTXs pré-

sinapticas sdo 08 constituintes mais toxicos encontrados no veneno ofidico e sua
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acdo ¢ irreversivel. As drogas anticolinesterasicas ndio antagonizam o bloqueio
produzido pelas NTXs pré-sindpticas, ocorrendo apenas em alguns venenos, Elas
atuam nas terminacOes nervosas da placa terminal, inibindo a liberagio do.
mediador (ACh) pelos impulsos nervosos, interrompendo a transmissdo
neuromuscular (VITAL BRAZIL er al, 1976/77, VITAL BRAZIL, 1980). A
letalidade das NTXs pré-sindpticas ¢ muito maior que a das toxinas pos-sinapticas,
pois elas sfo extremamente letais e estruturalmente relacionadas com as
fosfolipases (PLAs). Algumas delas também atuam como toxinas mionecréticas,
produzindo necrose da fibra muscular (IWANAGA & SUSUKI, 1979). As NTXs
com atividade fosfolipasica como a -bungarotoxina, crotoxina e notexina intbem
a transmissdo neuromuscular, por agirem seletivamente em nivel pré-sindptico e
s80 altamente toxicas. Elas produzem uma alteracfio trifdsica na liberacdo evocada
do transmissor, que compreende uma inibi¢do inicial (atribuida a ligagdo da toxina
ao sitio pré-sindptico especifico), seguida por uma facilitacfio da liberagsio de ACh
€ uma progressiva Idepressﬁo até blogueio irreversivel da transmissdo. A atividade
fosfolipasica parece ser essencial para a neurotoxicidade dessas toxinas pré-
sindpticas, uma vez que a sua inibigio resulta na diminuicdo ou abolicio da
neurotoxicidade (HAWGOOD & SMITH, 1989; MEBS & OWNBY,1990).

O veneno de Micrurus corallinus foi descrito por conter agdes tanto pré-
como pos-sinapticas. Este veneno produz um blogqueio neuromuscular ireversivel,

reduzindo a liberacdo evocada de ACh ¢ aumentando a liberacfo espontanea de
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ACh (VITAL BRAZIL & FONTANA, 1983/84). O veneno de M. lemniscatus

M. frontalis possuem apenas acio poés-sinaptica (VITAL BRAZIL, 1987).

1.5.2 - Acfio miotdxica

Diz-se que uma substincia ¢ miotoxica, quando ela é capaz de induzir
alteracdes mionecroticas nas fibras musculares, particularmente as esqueléticas.

MEBS & OWNBY (1990) definem miotoxicidade causada por
componentes do venenos de serpentes (ou outros animais pegonhentos) como a
aclio toxica direta e especifica sobre o musculo esquelético, denominados
miotoxinas, que levam a degencragﬁo ¢ morte celular ou mionecrose,

As miotoxmmas dos venenos das serpentes constituem um grupo heterogéneo,
do ponto de vista bioguimico estrutural, de toxinas. As miotoxinas podem ser
componentes extremamente téxicos, ativos mesmo em doses muito menores qué
Iug. Em animais experimentais resultam quase sempre em maci¢o dano da fibra
muscular (MEBS & OWNBY, 1990; MELO & OWNBY, 1996).

As miotoxinas estdio presentes em wuma grande variedade de venenos
elapidicos (GUTIERREZ er al., 1983; MEBS, EHRENFELD, SAMEJIMA, 1983).

Com relagdo aos venenos de Micrurus, muitos #€m sido caracterizados por
sua agiiv miotéxica em camundongos. Apés a injeclio inftramuscular, evidéncias
histoldgicas de dano muscular local e significante aumento nos niveis plasmaticos

de creatinoquinase {CK) tém sido mosiradas (GUTIERREZ er al, 1983). A
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fosfolipase A, isolada do veneno de M. nigrocinctus (ARROYO et al., 1987), ¢ a

toxina, muito provavelmente, responsavel pela miotoxicidade observada apds
envenenamento, a maneira do que ocorre com outros venenos da familia Elapidae
(HARRIS, JOHNSON, MACDONELL, 1980; MEBS, 1986).

A agho deletéria direta das miotoxinas as diferenciam de outros
componentes t0xicos, como as hemorraginas constituintes de alguns venenos
ofidicos, que podem, indiretamente, também afetar as fibras musculares
esqueléticas e outros tecidos. Neste caso, as lesBes musculares do-se por faléncia
da microcirculag@io, por conta dos fatores hemorragicos contidos no veneno,
levando 4 andxia, falta de perfusfio e degeneracfo muscular. As miotoxinas nfo
destroem terminais nervosos, células satélites, vasos sanguineos ou tecidos
conjuntivos, a ndo ser aquelas que desempenham atividade neurotéxica.

A mionecrose, embora possa ocorrer em niuitos casos de envenenamento
por serpentes, ¢ mais proeminente com venenos de Crotalidae ¢ Viperidae mas
também pode ser observada em envenenamentos por Hydrophidae e Elapidae
(GUTIERREZ et al,, 1983, 1986; TU, 1991).

Como exemplo de miotoxinas, presentes em venenos elapidicos, temos as
cardiotoxinas ¢ as fosfolipases A, (VITAL BRAZIL, 1980; HARRIS &
CULLEN,1990; MEBS & OWNBY, 1990).

As cardiotoxinas, conhecidas como citotoxinas, ‘fatores liticos diretos’ ¢

‘toxinas de membrana’, assim denominadas por causarem in  vifro € in vivo,
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parada cardiaca durante a sistole (CONDREA, 1974; HARRIS & CULLEN,1990).

As cardiotoxinas sfo proteinas de carater basico ¢ baixa massa molecular relativa
(6.000-7.000 daltons), desprovidas de atividade enzimdtica e possuern de 60 a 62
residuos de aminoécidos interligados por 4 pontes de dissulfeto. S0 polipeptideos
pequenos ¢ homologos na estrutura com as neurotoxinas pds-sindpticas (VITAL
BRAZIL, 1980; HARRIS & CULLEN,1990; MEBS & OWNBY, 1990; HARRIS,
1990). As cardiotoxinas sdo encontradas nos venenos das Elapidae, como por
exemplo nos géneros Ngja, Ophiophagus ¢ Hemachatus, em concentracdes de
30% oumais (LEE, HO, EAKER, 1977) e possivelmente, na Micrurus fulvius do
hemisfério norte (WEIS & MCISAAC, 1971) e Bungarus fasciatus da Asia
(SHIAU LIN, HUANG, LEE, 1972; SHIAU LIN er al., 1975). Foi demonstrado in
vivo, que a cardiotoxina I, presente nos venenos das cobras Ngja mossambica
mossambica ¢ Nagja naja atra, possui habilidade para causar necrose da
musculatura esquelética (DUCHEN ef al, 1974; COUTEAUX, MIRA, D’ALBIS,
1988; OWNBY, FLETCHER,COLBERG, 1993).

Os possiveis mecanismos de acfio para as cardiotoxinas incluem: (1) agdo
direta sobre a membrana plasmatica, provocando ruptura da mesma, acompanhada
por despolarizacdio, (2) acfio indireta através da ativagdo da fosfolipase C
enddgena do tecido, ou (3) uma combinag@io dos dois mecanismos; (4) uma outra

possibilidade seria através da inibicdo da Na” K*-ATPase, seguida por aumento da
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concentrago osmotica de Na' ¢ edema celular por influxo passivo de agua para a
célula (OWNBY et al., 1993).

As fosfolipases A, (PLA ) tém sido isoladas dos venenos de serpentes das
familias Crotalidae e Elapidae ¢ tém estrutura muito semelhante a5 PLA,
pancreaticas.

Podem ser divididas em 2 grupos: o grupo I é constituido pelas enzimas
pancreaticas ¢ elapidicas, engquanto o grupo II pode ser dividido em dois
subgrupos, o 2ZA com sete pontes dissulfidicas e 0 2B com seis pontes dissulfidicas
{(ROSENBERG, 1990). Posteriormente, ficou estabelecido gue, um dos subgrupos
compreendia as PLA, Asp 49 e o segundo subgrupo as PLA, Lys 49.

As PLA; t&m estrutura variavel com cadeia tinica, como a notexina, da
serpente  Notechis scutatus scutatus (HARRIS, JOHNSON, KARLSSON, 1975),
ou consistem de 2 e 4 subunidades como a crotoxina da Crotalus dﬂ?‘;‘l‘SSRS
terrificus (GOPALAKRISHNAKONE ef al, 1984) € a taipoxina da Oxyuranus
scutellatus (HARRIS & MALTIN, 1982), respectivamente.

AS PLAE atuam, hidrolisando a ligacio éster dos fosfatidios, formando
lisofosfatideos (VITAL BRAZIL, 1982), que atuam como detergente na
membrana das células e sfo responsaveis pela atividade hemolitica indireta dos
venenos ofidicos. Nos musculos esqueléticos de vertebrados, as PLA, podem

inibir a transmiss&o neuromuscular por diferentes mecanismos.
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O segundo grupo de PLA, (PLA basica de Ngja nigricolis), produz um
efeito miotoxico acentuado e também deprime a sensibilidade dos receptores pos-
sinapticos a ACh. Os efeitos miotoxicos, geralmente, mascaram os efeitos pré-
sinapticos das PLA,.

O terceiro grupo, que mclui as PLA»s acidas e neuiras de varios venenos de
serpentes, tem pequeno efeito sobre as fibras nervosas e musculares em baixas
conceniracdes, € sdo consideradas ndo téxicas. A seletividade da acdo das PLAss
sobre as fibras nervosas € 0s musculares é-idependgnte da dose. Portanto, além dos
efeitos pré-smapticos, essas neurofoxirias’ p.ogle;_n' apresentar efeitos pos-sinapticos
¢ musculares. Apepas a minoria das fosfoii;g;ases podem ser consideradas
verdadeiramente miotoxicas (VITAL BRAZIL, 1980; HARRIS & CULLEN,1990;
MEBS & OWNRBY, 1990; FLETCHER er al. ,1996), As PLA, foram previamente
relatadas em venenos de Micrurus (POSSANI ef al, 1979, ARROYO et al,, 1987,
MOCHCA-MORALES et al,1990) que possui neurotoxinas poOs-sindpticas ¢
PLA, pré-sinapticas (CRUZ-HOFLING, RODRIGUES-SIMIONI, VITAL
BRAZIL, 1983/84; VITAL BRAZIL, 1987, GOULARTE, CRUZ-HOFLING,

RODRIGUES-SIMIONI, 1996).
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1.6 - A serpente Elapidae: Micrurus dumerilii carinicauda

A espécie Micrurus dumerilii carinicauda (M. d. carinicauda), objeto deste
estudo, esta distribuida do Norte de Santander, regifio nordeste da Colémbia,

atravessa a Bacia de Maracaibo ¢ estende-se até Caracas no Estado de Miranda na

Venezuela (Fig. 1).

12

FIGURA 1 - A é4rea grifada corresponde a distribui¢dio geografica da serpente A
d. carinicauda, do Norte de Santander, regifo nordeste da Colombia, atravessando

a Bacia de Maracaibo e estendendo-se até Caracas no Estado de Miranda na

Venezuela.
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. Intradugdo

As serpentes M.d carinicauda tém como hébitat as florestas tropicais
amidas. Estas serpentes medem aproximadamente 50-70 cm de comprimento,
chegando a atingir, no méximo, 77,5 cm. As serpentes da espécie M. d
carinicauda ndo sdo espécies tricoloridas como as M. corallinus, M. lemniscatus e
a M. swrinamensis, sua ¢abeca tem coloragdo preta e possuem de 14-27 anéis
corporais pretos, ndo dispostos em triades (CAMPBELL & LAMAR, 1989).

Sdo escassos os estudos sobre o veneno de M. d carinicauda, visando
compreender suas propriedades € composigio.

Em 1968, COHEN et al. relataram gue esta espécie era coletada em niimere
suficiente, e era utilizada para a produgdo de antivenenos em larga escala. Testes
sorologicos mostram que o anti-soro preparado contra o veneno de M. d
carinicauda produz um grau satisfatério de protecio para camundongos contra 0s
efeitos letais do veneno de M. fulvius fulvius (Linnaeus) e, portanto, um antigeno
potencial na preparagdo do antiveneno para tratar a picada de Micrurus fulvius
Julvius.

Caracteristicas comuns, bem como a variabilidade em algumas propriedades
biologicas entre venenos de diferentes géneros de Micrurus, tém sido
demonstradas em estudos comparativos (GUTIERREZ et al., 1983; VITAL
BRAZIL, 1987; AIRD & SILVA, 1991;TAN & PONNUDURAIL 1992).

Estudos histologicos realizados por GUTIERREZ e al (1983), para

detectar os efeitos locais (mionecrose, edema ¢ hemorragia), induzidos pela
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inoculagdo intramuscular de venenos de seis espécies de serpentes corais, dentre
eles o veneno de M. d. carinicauda, mostraram que, nas doses de 15 ¢ 30 pg/ml,

este mmduz mionecrose em camundongos e confirmou a miotoxicidade deste
veneno. Nenhum dos venenos das corais, induzia edema ou hemorragia no sitio de
injecio.

TAN & PONNUDURALI (1992) estudaram as propriedades biolégicas como
as atividades proteasica, fosfodiesterasica, 5 -nucleotidase, fosfolipasica A,,
hialuronidasica, L-aminoacido oxidase e trombolitica de nove amostras de
venenos de seis espécies de Micrurus (dentre eles o veneno de M.d. carinicauda) e
compararam com venenos elapidicos da Asia e Africa.

ALAPE-GIRON ef al (1994) estudaram a mobilidade eletroforética de
componentes do veneno de 15 espécies de Micrurus, por eletroforese, em gel de
poliacrilamida. Os venenos mostraram-se espécie-especificos em relagio a
modelos protéicos sob condicGes naturais (PAGE) ou desnaturaciio (urea-PAGE).
As propostas deste estudo foram: comparar modelos eletroforéticos de venenos de
diferentes espécies de Micrurus; avaliar a variabilidade inira-especifica em
venenos de M. nigrocincius nigrocinctus por métodos eletroforéticos e, estudar a
afinidade imunolégica entre venenos de diferentes espécies de Micrurus, usando
anticorpos monoclonais ¢ policlonais produzidos contra o veneno de M
nigrocinctus nigrocincius. Os rtesultados mostraram que os venenos de M

rigrocinctus mosquitensis, M. fulvius fulvius, M. dumerilii carinicauda ¢ M.
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albicinctus foram reconhecidos por ambos 0s tipos anticorpos, sugerindo que os
mesmos possuem um alto grau de antigenicidade, similar ao apresentado pelo
veneno de M. n. nigrocinctus.

Através de estudos de aglutinagio reversa ¢ ELISA, foram realizadas
analises com o mtuito de determinar a cinética dos antigenos dos venenos de M
nigrocincius nigrocinctus, M. fulvius, M. spixii, M. dumerilii carinicauda, M.
alleni, M. mipartitus, M. frontalis ¢ M. corallinus que aparecem no soro de
animais envenenados experimentalmente. Nos testes de aglutinacfo reversa, o
menor limite de detecclio foi de 0,3 para Mn nigrocinctus ¢ 3,0 para M
d.carinicauda. Nenhum dos testes foi apropriado para a curva dose-resposta, na
detecclio dos venenos de M. corallinus, M. frontalis M. spixii ¢ M. mipartitus, em
concentraches em ng/mi, indicando que a especificidade destas andlises € restrita
para venenos de espécies mais antigenicamente relacionadas. Este teste €
importante para diferenciar as serpentes corais verdadeiras das falsas; permite um
rapido diagnéstico do envenenamento antes do aparecimento dos sintomas e
facilita o desenvolvimento de protocolos de soroterapia adequados, em que o
paciente envenenado recebe apenas a quantidade de anti-soro adequada para

neutralizar ¢ veneno inoculado, uma vez que este é ¢ grande problema da

soroterapia (AMUY et al,,1997).
UNICAMP
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Imtroducéio

Na literatura, sfio escassas as informacGes sobre os efeitos bioguimicos,
farmacolégicos € morfologicos (com a dose utilizada neste estudo) do veneno de
M.d carinicawda.

Embora alguns estudos acérca dos efeitos morfoldgicos do veneno de M. d.

carinicauda em camundongos (in vivo) encontrem-se na literatura (GUTIERREZ

et al,, 1982, 1983), os autores utilizaram doses elevadas (15 e 30 pg/ml) que ndo
permitiram a visualizacfo do efeito neurotdxico de forma objetiva,

Até o momento, nada fo1 demonstrado, sobre as alteracdes ultra-estruturais
que atingem os componentes do misculo ¢ dos terminais nervosos, sob efeito do
veneno de M. d. carinicauda.

As informacOes obtidas sobre este veneno poderdo auxiliar na compreensio
dos complexos fenbmenos fisiopatolégicos gue ocorrem nos envenenamentos
ofidicos, contribuindo para a elucidacfio das relagbes entre a estrutura dos

componentes ¢ a fungfo que exercem.
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Objetivos

Objetivos gerais:
Este trabalho teve como objetivo estudar os efeitos do veneno da serpente
clapidica Micrurus dumerilii carinicauda sobre a junglo neuromuscular € o

musculo esquelético.

Objetivos especificos:

¢ BEstudos miograficos: avaliar as caracteristicas do veneno quanto a sua
capacidade de causar bloqueio neuromuscular, e se este bloqueio, foi decorrente
de uma agfo predominante nos receptores colinérgicos nicotinicos ou se deveu

tambeém & uma atuacdo na fibra muscular.

e Estudos eletrofisiologicos: determinar se a génese do efeito do veneno em
estudo ocorre pré- e/ou pos-sinapticamente e ainda avaliar a atividade do veneno

na fibra muscular, confirmando os resultados tanto miograficos como

morfologicos.

» Estudos morfolégicos: fornecer informagtes sobre a atividade miotéxica
do veneno, o ultra~estrutural permitiu determinar alteragGes submicroscopicas nas
fibras musculares resultantes do efeito miotdxico, bem como correlacionar os
efeitos sobre a neurotransmissfio com aqueles produzidos nos componentes pré- e

pos-sindpticos da juncdo neuromuscular.

2
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Meteriais e Métodos

3.1 -~ Animais

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar, com peso entre 250-300
g; camundongos da linhagem Swiss, com peso entre 18-30 g, fornecidos pelo
Biotério Central da UNICAMP, Campmas (SP) e pintainhos da linhagem HY
LINE W36, com peso entre 40-50 g (4 a 8 dias de idade) fornecidos pela Granja

ITO S/A, Sumaré (SP). Os animais foram mantidos em gaiolas ¢ tratados com

agua e racio ad libitum.

3.2 - Veneno

O veneno de Micrurus dumerilii carinicauda foi adquirido da Sigma

Chemical Co. (8t. Louis, Mo, USA),

3.3 - Estudos bioldgicos

3.3.1 - Preparagfo nervo frénico-diafragma de rato

A preparaciio foi montada de acordo com a técnica descrita por BULBRING
(1946) para ratos. Os animais foram anestesiados com hidrato de cloral a 10%
(230 mg/Kg, via infraperitoneal) e, apds sangria por seccio dos vasos do pescogo,
procedeu-se a retirada ¢ montagem do hemidiafragma esquerdo com porgdo do
nervo frénico correspondente (nas preparacdes destinadas a estimulacdo indireta),
A preparagdo foi fixada em cuba contendo 40 ml de solugfio nutritiva de Tyrode,

com a segumte composicdo mM: NaCl 137; KCl 2,7; CaCl, 1,8; NaHCO, 11,9;
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MgCl, 0,25; NaH,PQ; 0,3 ¢ glicose 11. A solucfo foi aerada constantemente com
carbogénio (95% O, + 5% CO,) ¢ mantida a 37°C. Um eletrodo bipolar era
colocado em torno do nervo frénico para a estimulagdo indireta com um
estimulador Grass 548 (0,1 Hz de freqléncia, 0,2 ms de duracio e 3 V). Nos
experimentos em que se procedeu a estimulacfo direta foram utilizados pulsos
supramaximais (0,1 Hz, 2 ms ¢ 80 V). As contragdes musculares foram registradas
em fistografo Gould RS 3400, por meio de um transdutor isométrico Load Cell
BG 50 GMS. A preparacéo foi mantida sob tenséio de 2,5 g.

Experimentos destinados a escolher a dose ideal foram realizados,
incubando-se a preparaciio (para experimentos com estimulaco elétrica direta ou
indireta) com o veneno de M. d. carinicauda nas doses de 2, 5, 10 e 20 pg/mi para
a determinaclo do tempo para a instalaclio do blogueio da transmussio
neuromuscular. A dose de 3, 10 e 20 ug/ml foram a seguir escolhida para estudos
posteriores.

Com o fim de se mnvestigarem os mecanismos envolvendo os efeitos na
neurofransmissfio realizaram-se estudos com drogas como aneostigmina (Neo;
5,8 uM), 3,4-diaminopiridina (3,4-DAP; 230 uM) e ainda, lavagens da preparagio
com solucdo nutritiva de Tyrode, na vigénecia do bloquelo neuromuscular, na

tentativa de reverter o bloqueio produzido pelo veneno, nas doses de 3, 10 e 20

ug/ml.
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Estudos foram realizados para avaliar se o veneno de M. d. carinicauda (5
pg/ml) estaria causando bloqueio das respostas contrateis evocadas pela ACh, em
razdo do bloqueio da transmissdo neuromuscular ou pelo dano muscular. Para este

estudo, a preparagdo era previamente incubada com o-bungarotoxina (o-BTx; 13

pM) ou curarizada (d -Tc; 15 uM) antes da adi¢@o do veneno.
Em todos os experimentos sob estimulaco elétrica indireta, antes da adi¢fio
do veneno ou das outras drogas utilizadas, procedeu-se a estabilizago da

preparacdo por 10 minutos.

3.3.2 - Preparagiio diafragma de rato cronicamente desnervado

A desnervagio foi realizada segundo a técnica de VITAL BRAZIL (1965).
Os animais, apds anestesia com éter etilico, eram colocados em deciibito lateral
direito, ¢ era feita urna incisfo de aproximadamente 0,5 cm, perpendicular 2 linha
mediana, no tergo inferior da regifo lateral do térax esquerdo, previamente
depilada. A incisfo compreendia a pele ¢ a camada muscular delgada que recobria
esta regifio. Ao longo do espaco intercostal cortou-se entfio, com tesoura, o0s
musculos intercostais. Com um bastio de vidro de extremidade recurvada,
prendia-se 0 nervo que, tracionado para as bordas da incisfio, era seccionado com
tesoura. Em seguida, suturava-se apenas a pele por meio de um ou dois pontos,
conforme a extensdo da inciséo. Decorridos 15 dias, montava-se a prepara¢do com

o hemidiafragma, segundo a técnica adotada para nervo frénico-diafragma de rato.
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O diafragma cronicamente desnervado, era submetido a uma tensdo
constante de 2,5 g, através de um fio preso a sua porgio tendinosa e ao transdutor
isométrico Myograph F-60 (Narco Bio-Systems, Inc.), que era acoplado a um
fisiégrafo Narcotrace 40 (Narco Bio-Systems, Inc.).

A resposta a contratura a ACh (15 pM )era realizada antes da adi¢io do
veneno (condigdes controle) e apos 90 minutos de incubagdo. Apds cada adigfio de
ACh (15 uM), e observacio da resposta contraturante do diafragma, procedeu-se 4
lavagem da preparagfio com solu¢do de Tyrode (5 lavagens).

Em alguns experimentos, as preparagdes foram pré- tratadas com d-
tubocurarina (d-Tc, 15 uM). A preparaglio era incubada com d-Tc durante 30
minutos €, em seguida, fazia-se a adicio de ACh (15 pM). Por meio de sucessivas
lavagens com solucdo de Tyrode (5 lavagens no periodo de 15 minutos), obtinha-
se total reversdo do bloqueio da resposta contraturante 4 ACh (15 uM). Apds
proceder a este controle, a d-Te (15 pM) era novamente adicionada ao banho por
30 minutos e, em seguida, adicionava-se 0 veneno (5 pg/ml), o qual era mantido
em contato com a preparacdo por 90 minutos. Posteriormente, a mesma dose de
ACh (15 uM) era adicionada. A estimulacéio direta do musculo (estimulador Grass
S 88; pulsos supramaximais de 2 ms de duracdo ¢ 0,1 Hz de freqiiéncia) era
simultaneamente registrada em alguns experimentos.

Os resultados foram lancados em grafico, onde cada ponto correspondia a

porcentagem de resposta muscular evocada pela ACh, apds a incubacgdo com o
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veneno, em relaglo 4 resposta evocada pela mesma dose de ACh, durante a

condig¢do controle (Tyrode) ou & pré-curarizagio.

3.3.3 - Preparacgio musculo biventer cervicis de pintainho

A preparagio foi montada de acordo com o método descrito por
GINSBORG & WARRINER (1960), Os pintainhos foram anestesiados com éter
etilico e, apos o isolamento, o musculo foi suspenso em cuba de 5 mi, contendo
solugdo nutritiva de Krebs com a seguinte composi¢do mM: NaCl 136; KCI 5;
CaCl; 2,5; MgS0O,4 1,2; KH,PO, 1,2; NaHCO; 11,9; glicose 11,2. A solucio foi
acrada com borbulhamento de carbogénio (95% O, + 5% CO,) e mantida a 37°C.
A preparagio foi submetida sob tensfio de 0,5 g ¢ estimulada por meio de eletrodos
bipolares (estimulagio de campo). Foram aplicados pulsos supramaximais
(estimulador Grass S88) com 7 V, 0,1 Hz de freqtiéncia e 0,2 ms de duracdo para a
estimulagiio indireta, e 20V, 2 ms de duracdo para a estimulagéio direta.

As contragdes musculares, resultantes de estimulos elétricos e as contraturas
em resposta a adicio de ACh (37 uM) ou KCI (134 uM), foram registradas em
fisiografo Narcotrace 40 (Narco Bio-Systems, Inc), por meio de um transdutor
isometrico {Myograph F-60 - Narco Bio-Bystems, Inc.). O registro das contraturas
evocadas pela adicBo de KCI (134 yM) e ACh (37 uM) foram realizados na
auséncia de estimulacdo elétrica, no inicio (antes da adi¢do do veneno) e no final

do experimento (apés 90 min de incubagdo com o veneno).
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A fim de investigar se o veneno de M. d. carinicauda (5 ug/ml) possuia
atividade muscular, em preparacio de ave, algumas preparacoes biventer cervicis
foram pré-tratadas com a d-Tc (concentragdo de 30 uM) ou com a-bungarotoxina

(concentracio de 13 uM).

3.4 - Dose letal 50 (DLs,)

A dose letal mediana (DLsg) e os mtervalos fiduciais de 95% do veneno de
M. d. carinicauda foram determinados pelo método de WEIL (1952). Foram
utilizadas quatro doses de veneno, em progressdo geométrica, na razdo de 1,25,
Grupos de seis camundongos foram utilizados para cada dose. Administrou-se o
veneno por via venosa (veia caudal), num volume de 0,5 ml. Os animais foram

observados durante 24 horas. O ARED
BIBLIOTECA CENTRAL
3.5 - Estudos eletrofisiologicos SRCAD CIRCULANTER
Para o estudo do potencial de placa terminal em miniatura (pptm) e
potencial de membrana, foram realizados experimentos utilizando a preparacéo
nervo frénico-diafragma de rato. A preparacio foi montada horizontalmente com a
superficie tordcica voltada para cima e fixada com alfinetes em cuba perspex
“Dow Corning-Sylgard” (10 cm de comprimento, 5 ¢m de largura ¢ 2 c¢m de

altura) contendo 10 ml de soluco de Tyrode (composicio ja descrita

anteriormente) ¢ borbuthada com carbogénio. Para a realizacfio das observagies

-
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eletrofisiologicas, a cuba foi colocada na platina do microscopio, usando-se a
técnica convencional de registros com microeletrodos de vidro (FATT & KATZ,
1651). Os microeletrodos (Me), apds serem preparados no proprio laboratério,
com o auxilio do “Microelectrode Puller”(modelo 8104, Palmer), e preenchidos
com KCI 3M, tendo uma resisténcia entre 3-20 M eram conservados em

geladeira. Para sua confecgdo, utilizaram-se tubos de vidro apropriados (capilares

de vidro Clark com microcapilar interno, para facilitar o preenchimento com KCl),

3.5.1 - Descricfo do circuito

O Me era fixado, em sua extremidade posterior, a um suporte apropriado de
acrilico. A fixacdio do Me, na parte antero-inferior do suporte, era feita através de
um twubo de ago mox com rosca externa e porca cOnica de metal com orificio
central suficiente para a introdugdo do Me, junto com um anel de vedagdo de
polietileno. Na parte péstero-inferior do suporte, sai um fio de platina que € unido
a um seguidor catddico através de um fio condutor. A conexfo entre o Me e o fio
de platina era feita através de um vaso comunicante, preenchido com KC1 (3 M).
Na extremidade superior do suporte, os orificios do vaso comunicante eram
vedados por uma laminula, mediante uma delgada camada de vaselina sélida. O
suporte era fixado ao brago de um micromanipulador Jena (Alemanha) acoplado a
U TICTOSCOpio  esteroscdpico Zelss para aumento de até 40 vezes. Este

equipamento permitia realizar pequenos deslocamentos horizontais € verticais,
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controlando  a introducfio do Me nas fibras musculares, para as medidas do
potencial de repouso e captacdo dos pptm. O seguidor catédico estava posicionado
proximo ao braco do micromanipulador e conectava-se ao canal do osciloscopio
(Tektronix S103N com méduio SA 22N “Diferential Amapl” ¢ 5B 12N “Dual Time
Base™). O eletrodo indiferente constituiu-se de um fio de platina, incliido em tubo
de vidro submerso em mercario vivo, onde colocou-se¢ um tubo curvo (para
adaptagdio a cuba) preenchido com dgar-salina. A preparagdo ¢ toda a
aparelhagem empregada permanecia no interior de uma gaiola de Faraday,

montada sobre uma mesa rigida, fixada no solo a fim de evitar vibragdes. O

circuito descrito, apresenta-se no esquema a segulr,
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FIGURA 2 - Esquema do circuito para registro eletrofisiologico dos potenciais de

repouso e de placa terminal em miniatura
A - Circuito simplificado
B - Circuito simplificado para obtengdo de resisténeia do Me

C - Circuito para medida da resisténcia do Me

-
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3.5.2 - Medida da resisténcia do microeletrodo

Apés a retirada do s.eﬁ suporte de estocagem, ¢ Me era encaixado no
suporte. Fixava-se o conjunto no brago do micromanipulador, ligando-se o fio
condutor ao seguidor catédico.

Procedia-se 4 medida da resisténcia do Me, mergulhando-o na solucio
nutritiva ¢ miroduzindo, em paralelo, no circuito, uma resisténcia de valor
conhecido (20 MSY). Eram desprezados aqueles Me cuja resisténcia ndo estava

compreendida entre 5 e 20 MQ.

3.5.3 - Potencial de mmembrana (PM)

Para a determinagfio do potencial de membrana das fibras musculares, os
Me eram inseridos intracelularmente sobre as fibras musculares superficiais, com
o auxilio do microscopio € media-se o deslocamento vertical softido pelo feixe no
osciloscopio, no momento da inser¢do. Repetia-se 0 mesmo procedimento em
cinco fibras distintas em periodo nfo superior 4 um minuto, calculando-se a média
aritmética ¢ o erro-padriio das leituras realizadas, Determinava-se o potencial de
membrana, multiplicando-se o valor da média por um fator de corregdo (fc). Este
era estabelecido, aplicando-se ao circuito um sinal de 100 mV e medindo-se a
deflexdo correspondente no osciloscopio (fe=100/deflexdo correspondente).

Nas experiéncias realizadas para avaliar o efeito do veneno de M 4

carinicauda sobre o potencial de membrana, utilizou-se a dose de 5 pg/ml.
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Os estudos dos efeitos do veneno de M. d. carinicaudua sobre o potencial de
repouso foram realizados antes (controle), 15, 30, 43, 60, 75 e 90 minutos apds a
adi¢fio do veneno, ¢ os valores obtidos foram comparados com aqueles obtidos do
controle. A medida do potencial de repouso foi feita em 5 regifes distintas das

fibras musculares, nos diferentes momentos da leitura do experimento.

3.5.4 - Potencial de placa terminal em miniatura (pptm)

Para captagdo dos pptm, o Me era implantado junto ou o mais proximo
possivel, da regiio da placa terminal motora. Os pptm foram captados ¢
registrados em osciloscopio (sensibilidade ImV/em).

Os pptm foram registrados antes (controle), 30, 60 ¢ 90 minutos apos a
adicdo do veneno de M. d. carinicauda (5 pg/mil). Na tentativa de reversiio do
bloqueio produzido pelo veneno, o registros dos pptm foram realizados
incubando-se a preparagdo com Neo (5,8 uM) ou 3,4-DAP (230 uM) apds o
blogueio dos mesmos, Os pptm foram fotografados em filme “Polaroid” por meio

de uma ‘cémera osciloscope’ modelo C-5A.
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3.6 - Estudos morfologicos
3.6.1 - Microscopia de luz

Para este estudos utilizaram-se as preparagdes nervo frénico-diafragma de
rato (montada segundo a técnica de BULBRING (1946), e misculo biventer
cervicis de pintainho (segundo a técnica de GINSBORG & WARRINER, 1960).

Na preparacgfio nervo frénico-diafragma de rato utilizaram-se as doses de 3,
10 e 20 pg/mi e para a preparacgfo biventer cervicis de pmtainho utilizou-se a dose
de S pg/ml Para cada uma das preparacles acima citadas foram realizados 3
protocolos distintos: 1) mcubacgio da preparaciio com as diferentes doses do
veneno de Md carinicauda sob estimulacio mdireta, por 90 minutos; 2)
incubac@io da preparagio com Tyrode, sob estimulacfio indireta por 90 minutos ¢
3} a preparagdo ndo foi nem estimulada indiretamente e nem incubada com o
veneno de M. d. carinicauda.

Logo apos os periodos de mmcubacgfo, as preparages foram presas com
alfinetes, em placa de Petri, preenchida com cera utilidade (uso odontologico) e,
rapidamente, submetidas & fixagdo com solugfio Bouin e cortadas em pequenos
fragmentos (Imm por 2 mm). As amostras de muasculo foram seccionadas na
proximidade do curso do nervo frénico a fimde se obterem locais com juncdes
neuromusculares. Os fragmentos permaneciam na solugdo fixadora Bouin, por 24

horas.
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Apo6s a fixaclio, os fragmentos foram lavados 3 vezes com uma solucio de
agua e amdnia e entdo, foram desidratados em concentracdes crescentes de etanol
(70%, 95% e trés vezes em etanol 100% ) por 30 minutos cada série. Apés a
desidratagio, os fragmentos eram embebidos em historesina (Embedding Kit-
Leica Instruments).

Cortes de 2 um foram obtidos em micrétomo Leica RM 2035 ( Leica,
Vienna, Austria) e corados com Azul de metileno em bérax 0,5% para analise em

microscopio de luz (Carl Zeiss). As fotomicrografias foram obtidas, usando-se um

microscopio de luz Nikon Optiphot (Nippon Kogaku K K, Tokio, Japio).

3.6.2 - Microscopia eletrdnica de transmissdo

Terminados os experimentos com a preparagiio nervo frénico-diafragma de
rato (item 3.6.1), o misculo foi dividido em fragmentos de aproximadamente 1mm
de lado (face), que foram imersos rapidamente em solugdio fixadora de Karnovsky
(glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 2%, tampio fosfato 0,1 M, pH 7.4) por
aproximadamente 24 horas. Apés este periodo, os fragmentos foram lavados em
tampéo fosfato 0,1 M, pH 7.4, pos-fixados com solugdio de tetroxido de 6smio 1%
por 2 horas em temperatura ambiente e novameﬁte lavados 3 vezes com tampdo
fosfato 0,1 M. Apos, as amostras foram desidratadas em série crescente de acetona
(30%, 30%, 70%, 90%, uma vez de 15 minutos cada ¢ 3 vezes de 10 minutos em

acetona 100%), embebidas em uma mistura de acetona-resina Epon na proporgio

3%



Materiais ¢ Métodos

1:1, durante 24 horas (em rotor) e, finalmente, em resina pura, por 48 horas. A
incluséo foi em resina Epon e a polimerizagfio conduzida a 60°C, por 48 horas.

Cortes semi-finos (1um de espessura) foram obtidos em ultramicrétomo
Leica UCT, em navalhas de vidro ¢ corados em solucfio bérica de Azul de
metileno 0,5% para definicio da area de interesse,

Os cortes ultrafinos (60 - 70 nm de espessura) foram obtidos com navatha
de diamante, coletados em telas de cobre (200 “mesh™) e contrastados com acetato
de uranila a 2%, durante 20 minutos, e citrato de chumbo a 0,3%, durante 8
minutos.

‘As observaches e os registros fotograficos foram feitos em microscopio
eletronico de transmissdo Leo 906 do Laboratério de Microscopia Eletrdnica do

Instituto de Biologia da UNICAMP.,

3.7 - Analise Estatistica
A significancia para as diferencas observadas foi determinada pelo teste "t"

de Student, com o valor de p < 0,05, Os resnltados foram éxpressados como a

médiaterro-padrio (X te.p.).
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Kesultados

4.1 - Estudos miograficos
4.1.1 - Preparaco nervo frénico-diafragma de rato
4.1.1.1 - Estimulacfo elétrica indireta

Nos experimentos controles, com a preparacfo imersa em solucdo de
Tyrode, ndo houve alteragio significativa nas respostas contrateis, no periodo de
contratil evocada pela estimulacfio eléirica do nervo, apds estimulagdo elétrica
indireta. Em todos os experimentos, apos um periodo de laténcia de duragio
variavel, em fungio da concentragdo do veneno no meto, a resposta contratil
declinava gradualmente, sem que houvesse aumento da amplitude das contragdes,
contraturas, fasciculagdes ou outros fenﬁmenos intercorrentes. Observou-se gue o
tempo de bloqueio da resposta contrdtil do misculo foi dose-dependente. Os
tempos para levar ao blogueio foram: 291,75:7,32 mm; 108,25:13.82 min e
57,50+3,0 min, respectivamente para 5, 10 e 20 yg/ml de veneno.

A dose de 2 pg/ml ndo causou alteragles na resposta contratil (4,0:1,44% de
bloqueio neuromuscular) ao final de 240:6,52 min.

Viarios tratamentos foram efetuados na tentativa de reverter o bloqueio da
resposta contratil, induzido pelo veneno de M. 4. carinicauda.

A Neo (5,8 uM) foi adicionada em 3 experimenios, quando a resposta
contratil encontrava-se reduzida em torno de 85% em relacfo ao controle

(84.55:1,44% para 5 pg/ml; 85,66+4,35% para 10 ug/ml e 89,44:1.81% para
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20 pg/mtb). Observou-.se que a Neo € capaz de reverter, parcialmente, o blogueio
produzido pelo veneno, tanto na dose de 5 ug/ml (83,33+5,41%) (n=3; Fig. 3), 10
ug/mi (dado ndo ilustrado) quanto na dose de 20 pg/mi (71,56:2,29%) (n=3; Fig.
4y,

A adiglo de 3,4-DAP (230 uM) em 3 experimentos, nas condig¢des citadas
anteriormente, foi capaz de reverter parcialmente o bloqueio produzido pelo
veneno de M. d. carinicauda na dose de 5 ug/ml (77,78+7,64%) (Fig. 5), 10pg/ml
(66,67:3,22%) e 20 pg/ml 68,89+10,57%) (dados néo ilustrados). Resultado
semelhante foi observado com a adicfio de Neo.

As preparagbes (n=3), ap6s a instalagdo do bloqueio de 85%. com as doses
de § pg/ml (Fig. 6) ¢ 20 pg/ml (ndo ilustrado), sofreram repetidas lavagens (n=5) a
cada 15 min com Tyrode (n=10), e estas foram ineficazes na tentativa de reversdo

do bloqueio.
Mesmo apés o blogueio produzido pelo veneno de M. d carinicauda, nas
doses de 5 pg/ml, 10 pg/ml (no ilustrado) e 20 ug/ml, as respostas das

contraches musculares 3 estimulagio elétrica direta nfo sofreram alteracOes.
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FIGURA 3 - Efeito do veneno de M. d carinicauda sobre a amplitude das
respostas musculares, na preparagido nervo frénico-diafragma de rato, sob
estimulacdo elétrica indireta (n=3). O bloqueto neuromuscular produzido pelo
veneno, nesta preparagdo, ¢ parcialmente revertido pela Neo.

a - Controle (10 min).

b - (a) Adic8o do veneno de M. d. carinicauda (3 ng/mi).

¢ - {a) Adicio de Neo (5,8 uM), apds blogueio neurormuscular de 85%

{291,75+7,32 min da adi¢do do veneno).
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FIGURA 4 - Efeito da Neo sobre o bloqueio neuromuscular produzido pelo
veneno de M. d. carinicauda (20 pg/mi), na preparagéio nervo frénico-diafragma
de rato, sob estimulacfio elétrica indireta (n=3).

a - Controle (10 min} e (a) adicdo do veneno de M. d. carinicauda (20 pg/mi).

b- (4) Adigéo de Neo (5,8 uM), apds bloqueio neuromuscular (57,50+3,0 min da
adicBo do veneno).

c- Estimulac8o elétrica direta, apds 10 min de b.
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FIGURA 5 - Efeito do veneno de M. d.. carinicauda sobre a amplitude das
respostas musculares, na preparacdio nerve frémico-diafragma de rato, sob
estimulacio elétrica indireta. O bloquele neuromuscular produzido pelo veneno,
nesta preparacéio, ¢ parcialmente revertido pela 3,4-DAP.

a- Controie (10 min)

b - (a) Adiclo do veneno de M. d carinicauda (5 ug/mi)

¢ - (a) Adigdio de 3,4-DAP (230 uM), apds blogueio neuromuscular (291,75:7,32

min da adicdo do veneno).
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FIGURA 6 - Efeito das lavagens sobre o bloqueio neuromuscular produzido pelo
veneno de M. d. carinicauda, na preparagdo nervo frénico-diafragma de rato, sob
estimulacfo elétrica indireta.

a - Controle (10 min)

b - (a) Adigfio do veneno de M. d. carinicauda (5 pg/ml)

¢ - Bloqueio neuromuscular apés (291,75+7,32 min da adi¢io do veneno.
d, e f, g h 11, mn-~ Lavagens da preparacdo com Tyrode, a cada 15 min

(cada letra corresponde a 3 lavagens da preparacio).
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4.1.1.2 - Estimulacdo elétnca direta

Foram também realizados experimentos, utilizando-se o pré-tratamento com
d-Te (15 pM; n=3; Fig.7), e com a-bungarotoxina (13 puM; n=3; Fig.8). Para
ambos os tratamentos, as doses das .dlrbgas, acima citadas, foram suficientes para
bloquear as respostas a estimulagfio elé&ica indireta. Ap6s este bloqueio, as
preparacdes eram estimuladas diretamente (por 10 min) €, a estas preparacdes,
adicionava-se 0 veneno de M d carinicmgda (5 gg/ml) que permanecia incubado
por 90 minutos. O veneno nio causou élie%fagﬁo na amplitude da resposta contraiil
evocada pela estimulacfio elétrica duweta. Com ambas as drogas utilizadas no pré-
tratamento, obtivemos resultados similares, em que as respostas contrateis a

estimulacdo elétrica direta nfio sofreram alteracdes.

UNICAMP
BIRLIOTECA CENTRAL
SECAT CIRCULANTE
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FIGURA 7 - Efeito do veneno de M. d carinicauda sobre a preparacio nervo
frénico-diafragma de rato curarizada (d-Tc; 15 uM).

a - Estimulagfo elétrica indireta (10 min) ¢ (a) adigdo de d-Tc.

b - Estimulagao elétrica direta (10 min) e (a) adi¢io do veneno (5 pg/ml).

¢, d, e~ 30, 60 e 90 min da adig8o do veneno, respectivamente.
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FIGURA 8 - Efeito do veneno de M. d carinicauda sobre a preparagfo nervo
frénico-diafragma de rato, previamente bloqueada com a-bungarotoxina (o-BTx;
13 uM).

a - Estimulagéo elétrica indireta (10 min) ¢ () adig@io de o-BTx.

b - Blogueio neuromuscular.

¢ - Estimulagdo elétrica direta (10 min) e {a) adigdo do veneno (5 pg/ml).

d, e, - 30, 60 ¢ 90 min da adi¢do do veneno, respectivamente.
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4.2 - Preparaciio diafragma de rato cronicamente desnervado

Nos diafragmas cronicamente desnervados observou-se que, em condigdes
controle, a resposta muscular maxima foi obtida com a concentragio de 15 pM de
ACh. Houve, no entanto, blogueio total da resposta contraturante induzida pela
ACh, apés incubacdo por 90 min com o veneno M. d. carinicauda (5 pg/ml; n=5),
O bloqueio foi parcialmente revertido (34,67+7,86%), apds sucessivas lavagens
com Tyrode, sugerindo que o veneno atua nos receptores colinérgicos pos-
sindpticos de maneira competitiva e parcialmente reversivel (Fig. 9).

Nos experimentos em que foram realizados o pré-tratamento com a d-T¢ (15
1M; n=5), observou-se que, apds 90 minutos de incubagdo com 0 veneno M d
carinicauda (5 pg/mil), as respostas contraturais a ACh foram parcialmente

revertidas (56,34+7,69%). Resultados estes, que demonstram que a d-Tc é capaz
de promover protecdo parcial dos receptores colinérgicos pos-sinapticos a

contratura evocada pela ACh (15 pM), apds 90 minutos de incubagdio com o

veneno de M. d carinicauda (5 pg/mi) (Fig. 9).
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FIGURA 9 - Efeito do veneno de M. d. carinicauda (5 pg/mi)
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4.3 - Preparaciio misculo biventer cervicis de pintainho
4.3.1 - Estimulacéo elétrica indireta

O veneno M. d carinicauda, na dose de 5 pg/ml, causou bloqueio da
transmissdo neuromuscular na preparagiio musculo biventer cervicis de pmtainho.
Apods o bloqueio da resposta contratil (95,0£2,0 min), evocada pela estimulaclo
mdireta, o veneno induziu blogueto total da contratura &8 ACh (37 uM). Porém o
mesmo ndo ocorreu com a resposta contraturante evocada pelo KCl (134 uM), em

que ndo houve alteracdio da resposta muscular (Fig. 10), sugerindo que o veneno
pode estar atuando nos receptores colinérgicos nicotinicos e que no atua sobre a

fibra muscular.
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FIGURA 10 - Efeito da ACh (37 uM) e KCI (134 uM) na preparacio biventer
cervicis de pintainho, antes e apds a adicdo do veneno de M. d carinicauda
(5 pg/mi).

a - Controle - Estimulacio eléfrica indireta e adigdo de ACh e KCL
b - (a)Adig8o do veneno.

¢ -~ Adigio da ACh ¢ KC1, apds o blequeio neuromuscular produzido pelo veneno.
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4.3.2 - Estimulacfo elétrica direta

Experimentos foram realizados, utilizando-se o pré-tratamento das.
preparagbes com d-Tc (30 uM; n=5; Fig.11}, ou com a-BTx (13 uM; n=4; Fig.
12).

Para ambos os procedimentos, as doses, das drogas acima citadas, foram
suficientes para bloquear as respostas contrateis 2 estimulacfio elétrica indireta.
Apds este bloqueio, produzido tanto pela d-Tc¢ como pela a-BTx, as preparagies
foram estimuladas diretamente e, a estas preparacdes, adicionava-se o veneno de
M. d. carinicauda (§ pg/ml) que permanecia incubado por 90 minutos. O veneno
ndo causou alteraghes nas respostas contrateis evocadas pela estimulagio elétrica

direta. Este resultado sugere que o veneno néio possui acdo direta sobre a fibra

muscular.
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FIGURA 11 - Efeito do veneno de M. d. carinicauda sobre a preparagio biventer
cervicis de pintainh§ curarizada (d-T¢; 30 pM).

a - Estimulacdo elétrica indireta (10 min) e (4) adicdo de d-Tc.

b - Estimulacdo elétrica direta (10 min) ¢ (A) adi¢cfio do veneno (5 pg/mi).

¢, d, e - 30, 60 ¢ 90 min da adicfio do veneno, respectivamente.
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FIGURA 12 - Efeito do veneno de M. d. carinicauda sobre a preparacio biventer
cervicis de pintainho, previamente bloqueada com o-bungarotoxina (a- BTx; 13
uM).

a - Estimulago elétrica indireta (10 min) ¢ (a) adichio d¢ o- BTx.

b - Blogueio neuromuscular.

¢ - Estimulagio elétrica direta (10 min) e (a) adicfio do veneno (5 pg/ml).

d, e, £ - 30, 60 e 90 min da adicéio do veneno, respectivamente.
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4.4 - Dose letal 50 (DLsg)

Na avaliagfio da dose mediana letal (DLsg) em camundongos, o veneno de
M. d. carinicauda produziu o seguinte resultado: 0,764 mg/Kg (0,511 mg/Kg a

1,141 mg/Kg). Os célculos foram realizados através do metodo de WEIL (1952).

4.5 - Estudos eletrofisiologicos
4.5.1 - Potencial de membrana

O veneno de M d corinicauda (5 ug/ml) nfo causou alteraghes
significativas (p<0,05 — teste i-Student) nas medidas do potencial de membrana
(n=3), demonstrando que este veneno ndo possui agdo despolarizante sobre a fibra

muscular (Fig 13).
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——  Veneno de M. d. carinicauda (5 pg/mi)
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FIGURA 13 - Efeitos do veneno de Micrurus dumerilii carinicauda {5 ug/ml)
sobre 0 potencial de membrana, nas fibras musculares do diafragma de rato. O
potencial de membrana foi determinado como foi descrito no texto. Cada ponto

representa a média + erro-padrio de trés experimentos.
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4:5.2 - Potencial da placa terminal em miniatura

A agdo do veneno de zvf d carincha (5 pg/ml; n=6) sobre os potenciais
de placa lermmal em niiniafura {pptm), cafacter:ima—se, em geral, por dirminuiclo
progressiva ddas dIIIPhtudeb ¢ ﬁfeq.ﬁéncia“éestes potenciais, até o blogueto total,
Em 3 experimentos, antes da adi¢io do veneno, determinou-se ¢ valor-conirole da
freqiiéncia dos pptm (69,33.&5,04}-..:;&15(’)5: -__Eo 'bio.queio dos pptm pela adicdio do
veneno, as preparacdes foram traiadas wm a Neo (5,8 uM). Esia droga foi capaz
de reverier totalmenie o bloquéio -ﬁéi;lroin}:tscuiar que levou & diminuigdo da
fregiiéncia ¢ amplitude dos ppim (92,33410,35). O mesmo também {01 observado
quando se usou g 3,4-DAP. Em outros 3 experimentos (fregiiéneia-controle
77.66+5,36), a 3,4-DAP (230 uM), -adicior?;ada apés o bioqueio dos pptm também
reverteu o blogueio. da freqﬁér;cia desses }micmpntenciais (76,3319,406) (Fig.14).
Apos 5 minutos'da'adiéﬁe das drogas acirﬁa citadas, ja foi possivel observar esta
reversdo. Esie resultado demonsira que a agdo prepondderanie do veneno da-se em

razio da atuagdo sobre os Teceptores volinérgicos nicotinicos pos-sindpticos.
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FIGURA 14 - Efeitos do veneno de M d carinicanda {5 ug/ml) sobre os pptm, no diafragma
de rato. Efeito antagdnico da Neo ¢ 3,4-DAP.

AL Countrole: I Blogueio apds 90 min da adic8o do veneno; 1. 5 min apds a adicho de Meo

(5.8 uMj. B. L Controle; H. Blogueio apds 90 min da adiglo do veneno; 11 3 min apéds a adiclo
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4.6 - Estudos morfoldgicos
4.6.1 - Microscopia de luz

O misculo diafragma de rato no controle (Fig. 15A e B) ¢ apos 90 min de
mcubacdo com solucBo de Tyrode, sob estimulacdo elétrica indireta (sem
fotodocumentaciio), apresentava-se normal.

Em secobes longitudinais de hemidiafragma, incubado com solugdo de
Tyrode, as estriagdes das fibras estavam bem definidas (Fig. 15 A) g nas secgles
transversais os fasciculos organizados por fibras musculares com perfil poligonal
(Fig. 15 B) estavam normais. Ao conirario, 05 musculos diafragmas de rato,
incubados com o veneno de M. d carinicauda mostraram alterag:ées estroturals
nas fibras, cuja relacdo entre intensidade e concentracdo de veneno, pareceu ser
dose-dependente. O veneno, na dose de 3 pg/ml produziu microvacuolos nas
fibras musculares (Fig. 16 A, B); nas secgdes longitudinais podia haver contragio
(ondulacio ) e, com 10 pg/ml, zonas localizadas de hipercontragdo, com aumento
local do difmetro da fibra (Fig. 16 C). Em seccdes longitudinais, a dose de
10pg/ml de veneno produziu fibras musculares com dreas hipercontraidas
alternadas com areas vazias do citoplasma (Fig. 16 D), na mesma fibra muscular.
Fstas alteracbes foram mais severas com a dose de 20 pg/ml do veneno,
mostrando que tanto a aglutinacfo como a desintegragio das fibras musculares,

produziam uma aparéncia ‘rendada’ na fibra (Fig. 16 E). Muitas das células
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permaneciam, entretanto, normais, sendo mais frequente essa condi¢lio nas
concentractes mais baixas de veneno.

Os musculos controles do biventer cervicis de pintainho mostravam a
organizacho estrutural dos fasciculos musculares, mostrando tanto em seccgdes
transversal {(Fig. 17 A) ¢ longitudinal (Fig. 17 B) aspecto normali com nticleos
bem distribuidos & estriacles transversais visiveis. .-

Entretanto, os musculos biventer cervicis incubados com 5 pg/ml do veneno
de M. d. carinicauda e estimulados indiretamente, por 90 min, ou iﬁcubados sem
estimulagfio, apresentaram grupos de fibras musculares com hip_‘ercontragﬁo e
desorganizacfo linear na disposicdo dos fasciculos musculares (Fig. '_'17 Cel7D).

Muitas fibras, entretanto, tinham aparéncia integra.

4.6.2 - Microscopia eletrGnica de transmissio

A organizag@o estrutural das fibras musculares dos hémidiafragmas
controles 0 h (pn=5) e incubados com solugBo de Tyrode, por 90 min, sob
estimulagio elétrica indireta (n=5) quer em sec¢Bes longitudinal, como em
transversal mostraram-se normais. As miofibrilas apresentavam sarcOmeros

alinhados, cada qual limitada por reticulo sarcoplasmético e mitocondrias intactas

(Figs. 18A - D).

63



Resultados

A incubacgio do hemidiafragma com o veneno de M. d. carinicauda induziu
mudancas morfologicas com padrdes de alteragdo mionecrdtica, em muitas
células, compativel com a dose utilizada no processo necrotico (Figs. 19, 20 ¢ 21).

Nos musculos incubados com 5 pg/ml do veneno algumas fibras mostraram
miofibrilas espacadas ¢ aumento do da banda l ¢ desaparecimento da banda H
(Fig. 19 A), outras apresentavam dificil demarcagfio dos sarcémeros (Fig. 19 B), ¢
outras apresentavam o reticulo sarcoplasmdtico desorganizado e mitocOndrias
eletrodensas ou estouradas (Figs. 19 B, C, D). Além disso, massas amorfas
condensadas, onde os miofilamentos ficavam indistinguiveis, intercalavam-se com
restos de organelas (Figs. 19 C, D). Ocasionalmente, com esta dose foi observada
a ruptura do sarcolema ¢ nessa situagfo as alteragBes eram mais marcantes
ocasionadas por desintegragio das organelas e miofilamentos (Figs. 20 A, B, C}.
Entretanto, um contigente apreciavel de fibras musculares nfo apresentavam
alieraces.

Nos musculos incubados com 10 pg/ml do veneno de M. d. carinicauda as
alteracdes foram muitas por conta da perda da integridade do sarcolema (Fig. 21).
Areas de hipercontragiio foram observadas, além de dispers@o das miofibrilas e
distorgdo dos sarcOmeros, e dreas hiperconiraidas alternadas com dreas VAZIas
(Figs. 21 C, D), bem como a ruptura do sarcolema (Fig. 21 B). De novo, embora
em nimero menor do que com a dose de 5 pg/ml, muitas células tinham aparéncia

normal.




Resultados

Com relagfio as fibras nervosas pertencentes aos ramos do nervo frénico, nas
preparagbes-controle apresentavam-se sem anormalidades tanto no ax6nio como
na bainha de mielina. Estes apresentavam os neurofilamentos e as mitocdndrias
bem distribuidas no axoplasma, com a bainha de nuelina compacta (Figs. 22 A,
B).

Nas preparages incubadas com 5 ug/ml do veneno alguns axdnios,
apresentavam enire o axolema € a bainha de mielina ou entre a bainha e a célula
de Schwann, muitas vesiculas resultantes do enrolamento de fragmentos de
membranas desses componentes (Fig. 22 C).

Nas preparacbes incubadas com 5 pg/mi ou 10ug/ml, os axdnios afetados
apresentaram retragio do axoplasma associado, em alguns casos, com alteragdes
mitocondriais (Figs.22 C, D).

A ¢élula de Schwann mostrou-se normal no controle (Fig.23), mas, em
preparacOes incubadas com 10 pg/ml, mostrou sinais de degeneracdio, incluindo
dilatacdo do reticuio endoplasmatico rugoso (Fig. 27 A).

Nas preparacdes-controle, a ultra-estrutura da jungfio neuromuscular era
semelhante as observadas em camundongos e outros mamiferos, mostrando-se
normal (Fig. 23). A regifio pos-sinaptica mostrou dobras sinapticas com aparéncia
normal e contendo muitas mitocéndrias e nitcleos da placa (Fig. 23).

Entretanto, com as doses de 5 pg/mi e 10 pg/mi do veneno, as jungdes

neuromusculares apreseniaram  alteracGes morfologicas relacionadas com
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alteracfes na distribuicio das vesiculas sindpticas dentro do termmal (Fig 24 2
26}, bem como a presenca de mitocOndrias degeneradas, rompidas e/ou eletro-
lucentes (Fig. 24 a 27) e indentagdes no axolema (Fig. 24 B ¢ 26 C). Uns poucos
vacliolos eletrolucentes ¢ grandes vesiculas maiores que as vesiculas sindpticas
puderam ser encontradas no axoplasma (Fig. 25 A).

Em algumas juncdes neuromusculares, o terminal ax0nico mostrou-se
bipartido ¢, nesses casos, havia mvaginacgfo da célula de Schwann (Fig. 25 B e 26
B) entre as duas partes.

Na dose de 10 ug/ml do veneno, alguns terminals nervosos apresentaram-se

necroticos, sendo apenas reconhecidos pela localizacdo dos elementos pos-
sindpticos (Fig. 27 B).

Com 10 pg/mi do veneno, alguns terminais aparecem dimumuidos no
tamanho, algumas vezes contendo células de Schwann interpostas com o terminal,
Algumas jungdes apresentam o terminal diminuido ou degenerado (Fig. 27 A, B).
A regido das dobras pos-sindpticas ora podiam estar alargadas ora pobremente
desenvolvidas (Fig. 25 A). A lamina basal apresentou-se bipartida (Fig. 26 A).

As alteragdes exibidas pelas jungles newromusculares ndo eram uniformes,

podendo umas estarem mais afetadas que outras.
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FIGURA 15 - Hemidiafragma
de rato controle
A e B - Seccdes longitudinal e transversal, respectivamente. Observe
que as fibras musculares longitudinais apresentam estriacSes transversais e
niicleos periféricos e, em secclo transversal apresentam forma

poligonal.como & usual. A =275x; B=300x.
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FIGURA 16 — Alteragdes morfolégicas causadas na preparaciio diafragma de

rato, incubada com o veneno de Micrurus damerilii carinicauda (M.d.c.) -
5, 10 £ 20pg/mi por 90 min.

A,BeC-35ug/miD-10pug/miek-20 ug/ml,

Em A e B, secgBes transversais, mostrando célilas musculares com forma normal
{poligonal), mas apresentando microvaciolos (setds pequenas). A =550 x; B=275x,

Em C, D eE, cortes longitudinais, mostrando fibras musculares escurecidas em
estagios necréticos, inéluir;do dispersdo {(d) das miofibrilas, zonas hipercontraidas (h)
intercaladas corh reas vazias (*} do citoplasma e algumas fibras com aspecto ‘rendado’ (1),

decottente de faixas irreguldres de sarcomeros hipercontraidos. C, D ¢ E = 275x.
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FIGURA 17- Preparagio biventer cervicis de pintainho, incubada com veneno de
M.d.c. (5 ug/ml) — 96 min.

Controle. Em A e B, secgles transversal e longitudinal, mostrando os fasciculos de
fibras musculares com aspecto normal, com micleos periféricos e estriagBes transversais
visiveis: A e B=275x.

C e D, secedes longitudinais das fibras musculares incubadas com o veneno,
respectivamente, sem e com estimulacfo elétrica indireta. Note que a estimulagio elétrica
néo aumenta o grau de hipercontragio das fibras musculares, provocado pelo veneno.
Observe ainda as zonas constritadas (seta) ao longo da fibra hipercontraida (h). C ¢ D

=275x,
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FIGURA 18 - Eletromicrografias de hemidiafragma de rato
controle Ok (A) ¢ incubadoes em solugio de Tyrode, estimuladas indiretamente por
50 min (B,C e D).

A e C: secclo longitudinal, mostrando que as miofibrilas das fibras musculares
estdo bem preservadas, cada qual limitada por reticulo sarcoplasmatico ¢ mitocdndrias
intactas € com sarcOmeros alinhados regularmente: 4176 x, 1.1.625 %,
respectivamente. B e D, secglio transversal das miofibrilas, circundadas por mitocOndrias
(m) e reticulo sarcoplasmatico (seta) com perfil regular; 9.000 x , 11.625 x,

respectivamente.






FIGURA 19 - Eletromicrografias das preparacées diafragma de rato, incubadas com
veneno de Micrurus dumerilii carinicauda (M. d ¢.) - 5 pg/ml por 96 min.

A, B, C ¢ D ~ Diferentes aspectos das alteragBes das miofibrilas e da disposiciio dos
miofilamentos em células musculares esqueléticas em estigios de necrose, mais ¢ menos
avangados. Em A, miofibrilas espacadas, com desorganizagdio do reticulo sarcoplasmatico
{rs) e sarcOmeros anormais: contragio da banda A e expansio da banda I Em B, as
miofibrilas estdo distorcidas, com dificil demarcaciio dos sarcdmeros e mitocdndrias (m)
intactas ou estouradas. Em C, areas de dissolugfio dos miofilamentos com restos de
organelas. Em D, condensagio (¢) dos miofilamentos em massas amorfas e alteragdes
marcantes das mitocondrias (m). C=capilar, 1=gotas de lipides. A ¢ D: 6.969 x

B: 15.000 x, C: 11.625 x.
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FIGURA 26 - Detalhes das alteracées musculares provocadas pelo veneno de Md.c.
(3 pg/mi) — 90 min,

Em A, fibras musculares totalmente alteradas, destituidas dos miofilamentos €, no
seu lugar, material floculento e mitocdndrias eletrodensas degeneradas. Observe a alteracgiio
do ntcleo (N) (11.615 x). Em B, as fibras musculares 1 ¢ 2 mostram estrutura mais
preservada e 2 3 mostra ruptura do sarcolema (seta) e dispersdo das organelas (9.000 x).
Em C, fibras musculares apresentando dreas amorfas e vazias, extensa 4rea com oS restos

dos miofilamentos, mitocdndrias e reticulo sarcoplasmatico {4.176 x).
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FIGURA 21 - Aspectos da degeneracio necrética das fibras musculares de
hemidiafragma incubado com 18ug/ml do venene de M.d.c. ~ 90 min.

A- Note a distorgiio tanto das miofibrilas, como dos sarcdmeros, refletindo a
hipercontragio dos miofilamentos (4.176 x). B- A distorcdo dos sarcOmeros (8) &
constatada pela irregularidade das linhas Z, observe as ondas de hipercontragio (h), bem
como a ruptura do sarcolema (seta) (5.395,5 x). C e D- AlteragBes mais avangadas do

estigio necrotico (6.969 x, respectivamente).
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FIGURA 22-Eletromicrografias dos feixes nervosos presentes em preparacdes
diafragma de rato submetidas a diferentes tratamentos.

Em A, feixe nervoso intramuscular na situacio controle apresentando aspecto
normal com mielina compacta, neurofilamentos e mitocOndrias bem distribuidos no
axoplasma; 8 = célula de Schwann normal (15,000 x). Em B, 90 min de esttmulagio
{controle), ferxe de axOnios apresentando aspecto normal, com neurofilamentos bem
distribuidos. As células de Schwann (S) também estio normais (6.969 x). Em C, a
prepara¢io foi incubada com veneno (5 ug/ml}-90 min, mostrando um axdnio pré-terminal
envolvido pelo perineuro (p). A célula de Schwann (8) mostra membranas enroladas ().
Note a diminuigdo da espessura da bainha de mielina no pdlo inferior devido a
fragmentagio ¢ enrolamento das lamelas mielinicas (*) (15.000 x); A = ax6nio retraido,
mitocondrias escuras no axoplasma. Em D, veneno de M.dc (10 ug/ml)-90 min, feixe
intramuscular de axdnios envolvidos pelo perineuro {p). Note o aspecto eletrodenso do

axoplasma e compactacic dos neurofilamentos {11.625 x}.
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FIGURA 23 - Juncoes neuromusculares (JNM) controle, incubadas com solucdo de
Tyrode, com estimulacao elétrica indireta (90 min).
Observe dois terminais nervosos (T), encaixados na goteira sinaptica e recobertos
por prolongamentos das células de Schwann (S), com a populaggo de vesiculas sindpticas .

As dobras juncionais (d) apresentam-se normais; N = nicleos da placa (15.000 x).
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FIGURA 24 - Eletromicrografia de JNM: veneno de M.d.c.
(5 pg/ml) -90 min.

Micrografias mostrando terminais nervosos alterados. Em A, terminal nervoso
apresentando microvaciiclos (v), mitocdndrias com pouca definigdo das cristas e populagio
de vesiculas siné;ﬁticas. Note a desorganizacho das dobras juncionais (d); $ = célula de
Schwarm com mitocOndrias (m) degeneradas (15.000x). Em B, terminais nervosos com
mameras indentagSes em forma de 6mega ao longo do axolema (setas), mitocdndrias (m)
inchadas e tumefeitas. Terminal nervoso indicando exocitose do conteddo das vesiculas
sinapticas, Note a fragmentacio do terminal. As dobras juncionais {d) apresentam aumento

do espaco interno ¢ baixa eletrodensidade (19.375 x).
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FIGURA 25 - Eletromicrografia de JNM do diafragma de rato: veneno de
M. d e (5 pg/ml) -90 min.
Em A, terminal nervoso com acimulo de mitocndrias e poucas vesiculas
sinpticas. Elementos subsinapticos mal definidos e pouco desenvolvidos (25.000x). Em B,

biparticio do terminal nervoso (T1 e T2) e entre eles prolongamentos das células de

Schwann (S) (15.000 x).
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FIGURA 26 - Eletromicrografia de JNM do diafragma de rato, incubade com o
veneno de M. d ¢ (10 pg/ml) -9¢ min.

Em A e B, micrografias de terminais nervosos com axolema descontinuo,
mitocOndrias  estouradas, vesiculas sindpticas altamente compactadas e de tamanho
anormal. As dobras juncionais alargadas mostram biparticio da limina basal (+). Em B,
nota-se fragmentagiio do terminal e, no local, infiltragio dos prolongamentos da célula de
Schwann (8). Em C, terminal nervoso com mitocondrias degeneradas e axolema com

indentacbes omega. (A= 19.395x; B=15.000 x; C=38.808 x).
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¥IGURA 27 - Eletromicrografia de JNM do diafragma de rato, incubado com o
veneno de M. d ¢ (10 pg/ml) -90 min.

A ¢ B, detathes de quatro terminais nervosos (1, 2, 3 e 4), mostrando alteracBes
importantes da regido pré-sinaptica: atrofia dos terminais (em A) e grande fragmentaciio
e/ou nvasdo de prolongamentos das células de Schwann na goteria sinaptica (em B). Note
em A, as cisternas exigurgitadas do reticulo endoplasmatico rugoso (*) da célula de

Schwann. {A=25.000 x; B=19.375 %),
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5 - DISCUSSAO



Discussdo

A serpente M. d. carinicauda estd distribuida na América do Sul,
principalmente na Venezuela e Colémbia (ROZE, 1982: CAMPBELL &
LAMAR, 1989). Seu veneno foi ainda alvo de pouca investigagio, quanto & sua
atividade sobre a jungdo neuromuscular e a fibra muscular esquelética.

No presente estudo, as preparagbes nervo frénico-diafragma de rato,
diafragma de rato cronicamente desnervado e biventer cervicis de pintainho foram
utilizadas para estimar o potencial neurotdxico e miotdxico do veneno de M. d.
carinicauda, e determimar as caracteristicas dessa aglo toxica.

Este trabalbo demonstrou que o veneno de M d carinicauda causa
alteragbes miograficas, eletrofisiologicas e morfol6gicas sobre a fibra muscular
esquelética, ¢ em fibras nervosas e terminal nervoso.

Verificou-se que, na preparacfo nervo frénico-diafragma de rato, o bloqueio
das respostas contrateis a estimulagéo elétrica indireta, induzido pelo veneno total
de M. d. carinicauda é dose-dependente. Apés este bloqueio, as respostas
contrateis a estimulacdo elétrica direta mantiveram-se inalteradas. Tais resultados
demonstram um efeito sobre a jungdo neuromuscular.

Os venenos de Micrurus frontalis (VITAL BRAZIL er ol ,1976/77),
Micrurus corallinus (VITAL BRAZIL & FONTANA, 1983/84) ¢ Micrurus spixii
(VITAL BRAZIL, FONTANA, HELUANY, 1995) também produzem bloqueio
neuromuscular, na preparacio nervo frénico-diafragma de rato. A adicfio de neo e

de 3.4-DAP na preparacio nervo frénico-diafragma de rato, produzin um
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de 3,4-DAP na preparagio nervo frénico-diafragma de rato, produziu um
antagonismo parcial no bloqueio da estimulago elétrica indireta, causado pelo
veneno de M.d. carinicauda.

O fato de ambas as drogas serem capazes de reverterem parcialmente a
resposta contratil, apds o bloqueio de 85%, mduzido pela exposi¢io do musculo ao
veneno de M. d carinicauda, pode indicar como causa, um blogueio dos
receptores micotimicos colinérgicos da placa terminal. Este resultado é similar &
acdo do veneno de Micrurus frontalis, que apresenta neurotoxinas pés-sinépticaé e
cujo  bloqueio ¢ efetivamente antagonizado pela adigio de drogas
anticolonesterasicas (VITAL BRAZIL et al., 1976/77).

Este resultado difere daqueles obtidos com o veneno de M. n. nigrocinctus,
que produz bloqueio nfio antagonizado por drogas como a Neo e a 3,4-DAP
{GOULARTE et al., 1995).

VITAL BRAZIL & FONTANA (1983/84) observaram que o veneno de
M.corallinus produz bloqueio newromuscular irreversivel na preparacfio nervo
frénico-diafragma de rato. Os autores niio observaram o antagonismo com a Neo, e
ndo usaram a 3.4-DAP nos seus expermmentos. Estes autores concluiram que a
agdo pré-smaptica do veneno é preponderante em relagio 4 pds-sindptica. A acdo
neurotéxica pré-sinaptica foi confirmada por CRUZ-HOFLING er al. (1983/84)

em estudos de ultra-estrutura.
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Com o estudo do veneno de M. spixii, VITAL BRAZIL ¢ al (1995)
também observaram blogueio neuromuscular irreversivel nas preparagdes nervo
frénico-diafragma de rato e biventer cervicis de pintainho.

O veneno de M. & carinicauda causou blogueio da resposta contraturante
induzida pela ACh — mas ndo pela do KCl, nas preparagdes de diafragma
cromicamente desnervado de rato e biventer cervicis de pintainho. Estes resultados
sugerem uma ac¢do pos-sindptica do veneno sobre os receptores micotinicos,
portanto, uma acfo curaremimeética, e ndo efeito sobre as fibras musculares, que é
também demonstrado quando se faz estimulos elétricos diretos na vigéneia do
blogueio neuromuscular a estimulos elétricos indiretos.

Este resultado ¢ confirmado, quando as preparagOes diafragma de rato
gronicamente desnervado sdo protegidas com a d-Tc previamente, concordando
com os resultados obfidos por VITAL BRAZIL er al (1976/77), sem a d-Tc, o
veneno de M.d carinmicouda causon uma inibicio bem mais acentuada da
contratura & ACh do que a produzida com a adigio prévia de d-Tc, 0 que, de certa
forma, sugere-nos a ocorréncia da protecio dos receptores colinérgicos
MCOHNICos.

Com a utilizagio do veneno de M. fromtalis (VITAL BRAZIL, er al,
1976/77), na preparacdo diafragma de rato cronicamente desnervado, a d-Tc foi
capaz de proteger os receptores contra o efeito bloqueador deste veneno € sem a d-

Te, o veneno de M. d carinicauda causou uma mibicio bem mais acentuada a
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contratura induzida pela ACh do que a produzida com a adigfo prévia de d-Tc, o
que, sugere a ocorréncia da protecdo pela d-Te dos receptores nicotinicos recém-
formados, e mdica uma possivel interagdo entre este veneno e os receptores
colinérgicos nicotinicos.

Quando VITAL BRAZIL er al. (1995) empregaram o veneno de M. spixii,
tambem observaram que este veneno produzia mibigo irreversivel das contraturas
mduzidas pela ACh, nas preparactes diafragma de rato cronicamente desnervado.

Tais resultados, obtidos nas prepara¢Ses diafragma de rato cronicamente
desnervado, sugerem que a provavel atuacdo deste veneno seja nos receptores
nicotinicos pos-sinapticos.

Os diferentes mecanismos de agdo de um veneno podem ser observados em
preparagdes biventer cervicis. Uma neurotoxina exclusivamente pré-sinaptica pode
abolir a contragdo muscular, sem afetar a resposta nos receptores nicotinicos ou
resposta muscular direta, pela despolarizagdo induzida pelo potassio. Neurotoxinas
que atuam pos-sinapticamente podem bloguear as respostas nos receptores, bem
como a estimulacdo mdireta, mas ndo afetam a resposta a altas doses de KClou a
estimulacio direta do masculo.

O veneno de M. d. carinicauda, apds bloquear as respostas evocadas pela
esimulacdo elétrica indireta nas preparacdes biventer cervicis de pmtainho,

causou bloqueio das respostas contraturais, causadas pela adi¢do de ACh, o que
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novamente sugere a agfo poOs-sindptica do veneno de M. d. carimicauda nos
receptores nicotinicos.

O veneno de M. d. carinicauda ndo bloqueia a resposta evocada pelo K ©, na
preparagio  bivemter cervicis de pintainho, sugerindo que este veneno,
provavelmente, ndo tenha atuacfo nas fibras musculares.

VITAL BRAZIL er al (1995), estudando o veneno de M spixii na
preparacdio hiventer cervicis de pintainho, observaram que a resposta a altas doses
de ACh (370 uM) era imbida, quando a transmissfo neuromuscular estava
bloqueada. Este ¢ um dos motivos pelos quais os autores sugerém que o veneno de
M. spixii atue pés-sinapticamente.

Os estudos eletrofisiologicos permitiram confirmar a neurotoxicidade do
veneno de M. d carinicanda, ajudando a esclarecer snas agdes pré- e/ou pods-
sinapticas.

Nos estudos eletrofisiologicos realizados com o veneno de M d
carinicauda, observou-se¢ que este veneno ndo altera o potencial de membrana das
fibras musculares. De forma idéntica, os venenos de M fromtalis (VITAL
BRAZIL et al, 1976/77), M. corallinus (VITAL BRAZIL & FONTANA,
1983/84) ¢ M. spixii (VITAL BRAZIL er al, 1995) também ndo alteram o
potencial de membrana das fibras musculares. Mas estes resultados sdo opostos

aqueles com o veneno de M. n. nigrocinctus que causa alteracdes nas regides das

placas motoras ¢ fibra muscular (GOULARTE ez al., 1995).

98



Discussdo

Estes resultados corroboram no aspecto de que estes venenos nio devem
conter componentes que atuem no musculo, despolarizando as fibras musculares,
porém tem componentes miotdXicos como se vera adiante.

Quando foram estudados os potenciais de placa termmal em miniatura
{pptm), observou-se que o veneno de M. d carinicouda causa bloqueio
progressivo destes (principalmente a sua amplitude) até o seu desaparecimento. O
veneno de M. fronmtalis (VITAL BRAZIL et al., 1976/77) reduz igualmente, a
amplitude dos pptm tal como o curare.

Nos estudos realizados por VITAL BRAZIL & FONTANA (1983/84) com
o veneno de M. corallinus, demonstrou-se que este aumenta a freqiiéncia dos pptm
(possivel agdio pré-sinaptica) e reduz a amplitude dos pptm (agfo pds-sindptica).

O bloqueio dos pptm pelo veneno de M. d carinicauda foi antagonizado
tanto pela Neo como pela 3,4-DAP. O efeito antagdnico, produzido tanto pela Neo
como pela 3,4-DAP sobre os pptm, confirma que a atuacfo do veneno de M. d
carinicauda deve-se principalmente a uma ag#o pos-sinaptica. Em estudos com o
veneno de M. spixii, em preparagles nervo frénico diafragma de rato, por VITAL
BRAZIL et al. (1995}, a Neo foi capaz de induzir o reaparecimento dos pptm
bloqueados pelo veneno.

A d-Tc e a a-BTx s8o conhecidas por agir sobre os receptores nicotinicos
pos-sinapticos, mpedindo a agdio despolarizante das drogas. A J-Tc atua por

mecamsmo competitivo (JENKINSON, 1960), enquanto a ¢-BTx produz bloqueio
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especifico e mreversivel do receptor colinérgico (CHANG & LEE, 1963: LEE &
CHANG, 1966), o que permite sua utilizagdo no estudo e caracterizaglio do
envolvimento do receptor colinérgico poés-sinaptico (CHANGEAUX, KASAL
LEE, 1970), na génese dos efeitos de algumas substancias ou toxinas.

Quer em preparagles curarizadas (d-Tc, 15 puM) quer em preparagdes
blogueadas com ¢-BTx (13 uM) ou usando preparacGes desnervadas, com os
venenos de: M. d carinicauda, M. frontalis (VITAL BRAZIL et al 1976/77), M.
corallinus (VITAL BRAZIL & FONTANA, 1983/84) e M. spixii (VITAL
BRAZIL et al., 1995), ndo alteram as respostas & estimulagfo elétrica direta. Isto
sugere que a possivel atuaclio do veneno de M. d. carinicauda seja prncipalmente
na junc¢do neuromuscular, o que corrobora os estudos realizados sobre o potencial
de membrana, resposta contraturante do potassio e sobre os pptm.

A presenga de componentes miotdxicos no veneno de serpente pode causar
reducdo da resposta do misculo esquelético a estimulacfio elétrica direta ou da
contratura evocada por doses elevadas de potassio e/ou miciar contraturas no
muisculo (HARVEY eral, 1994),

Se venenos afetam a integridade das fibras musculares ou blogueiam a
contratiidade muscular, pode-se esperar que reduzam a capacidade das fibras
musculares em se contrairem, quando despolarizadas pelo potassio.

As mudancas morfologicas musculares induzidas por este veneno M. d.

carinicauda) nio corroboram os resultados acima citados.
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Os venenos de serpentes corais sfo classicamente descrifos como
neurotoxicos. No entanto, estudos prévios descreveram um efeitc miotdxico
acentuado, induzido pelo veneno de M. d. carinicauda (GUTIERREZ et al., 1983,
1992).

Estudos realizados por GUTIERREZ ef al. (1983) mostraram que o veneno
de M. d. carinicanda e de outras cinco espécies de serpentes corais eram capazes
de mduzir mionecrose em camundongos, demonstrando entdo, a presenca de
miotoxinas na composicdo degtes venenos.

A necrose que se segue a incubacfo da preparacio com venenos é um
fendmeno altamente complexo, resultante de fatores de aglio especifica e/ou da
combmagio de fatores secundarios, e de reagBes inespecificas sobre o musculo
afetado (OWNRBY er al, 1982; OWNBY, 19920). Por esta razio, a combinagio de
diferentes métodos como miografia, eletrofisiologia ¢ morfologia sfo
recomendados para a detecco e avahagio da miotoxicidade (MEBS & OWNBY,
1990).

O veneno de M. d. carimicauda causou mionecrose difusa no misculo
diafragma de rato, efeito atrtbuido aos componentes miotdxicos do veneno gue
pode ou ndo estar assoctados com a atividade fosfolipasica A; (PLAy), o que
também explica as alteragbes morfologicas causadas pré- sinapticamente. A
maioria das miotoxmas isoladas dos venenos de serpentes sdo PLA, (HARRIS er

al., 1980).
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Neste trabalho, demonstrou-se que o veneno de M. d carinicauda (10
pg/ml) apresenta um potente efeito sobre a fibra muscular ¢ a juncdo
neuromuscular. Os resultados mostraram um bloqueio dose-dependente das
respostas das comiragbes musculares sob estimulagfio elétrica indireta, o que se
Jjulga ter origem principalmente no efeito neurotdxico. Apesar de se encontrarem
fortes mdicios de mionecrose, supde-se que ela nfo seja o fator mais importante na
génese do bloqueio neuromuscular o que vem corroborar os resultados obtidos
com a miografia e a eletrofisiologia.

Os dados ultra-estruturais mostram gue a ruptura do sarcolema das fibras
musculares e do axolema dos terminais nervososo ocorre apenas em alguns casos.
As mudanc;as morfolégicas causadas por muotoxinas PLA, (Asp 49 e PLA,-“hke”
Lys-49) sdo caracteristicas da rapida lise do sarcolema, hipercontracio e necrose
(FLETCHER ef al., 1996).

Neste presente trabatho, o veneno de M.d.carimicauda (5 ¢ 10 ug/ml}
produziu dano nas células musculares de forma dose-dependente. O bloqueio da
resposta contratil também foi dose-dependente. Entretanto, independente da dose,
um estdgio comum de mionecrose foi exibido, apresentando hipercontrac;fio das
miofibrilas. Em seccfio transversal, as células mostraram vacuolizacdo, o que na
secgio longitudinal era representada pela dispersfio das miofibrilas. Os achados
morfologicos {microscopia de luz e eletrbmica) do muasculo exibiram

caracteristicas classicas de mionecrose inespecifica e independente do agente, com
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hipercontracdo ¢ condensagfo das miofibrilas alternadas com areas vazias do
citoplasma e desorganizagdo do material intracelular. Este tipo de mionecrose €
classificado como tipo miolitico (HOMMA & TU, 1971).

Os achados ulira-estruturais sugerem que o veneno de M.d carinicauda tem
efeito tanto pré-sinaptica como pos-sipapticamente, assim como também
ocasionou alteragdes na fibra muscular. No entanto, com a dose de Sug/ml, os
estudos eletrofisioldgicos (potencial de membrana) ndo foram capazes de detectar
qualquer alteragio muscular.

As alteracdes ultre-estruturais induzidas pelo veneno de M d carinicauda.
sdo caracterizadas pela dispersio das miofibrilas, inhmescimento e/ou ruptura das
mitocdndrias, desorgamizacio do reticulo sarcoplasmatico, hipercontragio dos
muefilamentos e lesdes nos terminais nervosos.

Ambas as doses utilizadas nos estudos ultra-esiruturais foram capazes de
causar alteragbes extensas, levando a alteragBes na forma das mitocdndrias. Além
disso, houve desorgamizacdio do reticulo sarcoplasmético. As fibras nervosas
mielinicas mostraram altera¢des no axbnic e na mielina, que se tornava mais
estreita ¢ apresentava a formacfo de vesiculas tanto dentro como fora do axdnio.
Resultados similares foram obtidos com o veneno de M. corallinus em estudos
realizados por CRUZ-HOFLING et al. (1983/84). Estes autores sugerem que a

formacfo destes corpos possam estar relacionadas com uma fragmentagfo das
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membranas dos terminais nervosos degenerados, devido 4 uma acfo direta do
veneno ou a uma tentativa de fagocitose dos restos celulares.

Os termuinais nervosos foram parcialmente destruidos e houve alteracio na
populacio de vesiculas sindpticas, com aparecimento de vacuolos e com
mitocOndrias profundamente alteradas. Houve, ainda, alteragdes nas células de
Schwann, que, ao nvés de permanecerem como cobertura do terminal pré-
sinaptico, emitiam prolongamentos que mvadiam o terminal nervoso semi-
destruido. Fsses resultados mostraram que o veneno tem efefto miotdxico e
também atua no terminal nervoso da jungéo neuromuscular,

Os estudos eletrofisiologicos do veneno de M. d carinicauda (Spg/ml),
confirmaram que a newrotoxicidade deste veneno & decorrente principalmente da
sua a¢io pos-sinaptica.

Os achados morfolégicos sfio compativels com aqueles apresentados por
GUTIERREZ er al, 1983), que descreveram um efeito miotdxico acentuado
induzido pelo veneno de M. d. carinicauda (15 e 30 pg/mi). Uma vez que a dose
do veneno de M. d. carinicauda usada neste presente estudo foi de 5 ng/mi, pode
ser sugenido que altas doses resultern em maior miotoxicidade. Esta possibilidade
foi testada com este veneno, na dose de 10 ug/mi, incubado in virre. Os resultados
de GOULARTE er al {1995), mostram que os efeitos motdxicos, mnduzidos pelo
veneno de M. nigrocinctus, sdo importantes para o desenvolvimento do bloqueio

irreversivel das respostas conmtrateis. O veneno de M. migrocinctus possui
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neurotoxinas pos- ¢ pré-sinapticas, mas o seu efeito predominante parece ser pds-
singptico, em que as neurotoxmas ligam-se, irreversivelmente, aos receptores da
placa termunal. O fato do veneno diminuir as contraturas induzidas pela ACh, na
curva dose-resposta classica, corrobora a sua atuagdo nos receptores colinérgicos
nicotinicos

Apesar de ndo haver relatos clinicos do efeifo miotdxico causado pela
picada de serpentes corais, € possivel que este seja omitido em razio da falta de
efeitos locais, macroscopicamente proeminentes (GUTIERREZ etal., 1983),

Segundo HARVEY et a:l. (1994), pode-se prever que, em baixas
concentragdes do veneno, ndio ¢ revelada qualquer neurotoxina, enquanto altas
concentragfes sAo necessarias para indicar a possivel presenca de componentes
MotoXICoS.

Este fato foi observado com o veneno de M. surinamensis, em que a
miotoxicidade sO era vista em altas doses. Observa-se neste estudo, variagdes
quantitativas, visiveis nfo s6 na extensfo da miotoxicidade induzida por diferentes
doses, como tambem entre diversas populacdes ou subespécies de wma serpente
coral. A mionecrose também foi descrita em camundongos mjetados com ©
veneno de M. wmigrocinctus, M. alleni e M. carinicauda. Apesar das diferencas
quantitativas, visiveis na miotoxicidade induzida por venenos de serpentes corais,

analises histologicas revelaram wmna morfologia stmilar & das células musculares
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necrdticas, com hipercontragio e agrupamentos dos miofilamentos (GUTIERREZ
etal, 1992).

Os achados miograficos, eletrofisiolégicos e morfoldgicos, portanto,
mostraram direta correlagio entre si.

A DL so para o veneno de M. d carinicquda, neste trabalho, foi de 0,764
mg/Kg de peso de camundongo, em injecdo 1v.; resultados encontrados na
literatura que sfo similares aos nossos, em que COHEN er al. (1968) usando este
veneno em myjecHo Lp., obtiveram, como resultado para a DLsy, 0,7 mg/Kg de
peso de camundongo.

A toxicidade do veneno de M. d carinicauda em camundongos mostrou-se
inferior a dos venenos de M. corallinus (VITAL BRAZIL et al, 1983/84) e M.
spixii (VITAL BRAZIL et al., 1995). Por outro lado, nfo difere significativamente
da toxicidade dos venenos de M. frontalis (VITAL BRAZIL er al., 1976/77) ¢ M.
surinamensis (HELUANY, 2000).

Em conclusio, os dados com o veneno de M. d. carinicanda sugerem que o
modo de a¢do do veneno envolve um efeito pos-sindptico que abrange a ligacdo de
toxinas nos receptores nicotinicos da placa motora. O veneno de M d
carinicauda, mesmo possuindo um pronunciado efeito miotdxico, ndo contribui
para a hipdtese de que o bloqueio das contragBes musculares, observadas apds a

exposi¢do ao veneno, seja exclusivo de uma agéio na jungdo neuromuscular,
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Finalmente, usando-se o veneno total, foi possivel evidenciar correlagdes
entre as alteracGes miograficas, eletrofisiologicas e morfologicas, as quais poderdo
ser melhor esclarecidas com o fracionamento do veneno total e o estudo individual
das fra¢Qes.

A caracterizaco parcial do veneno da serpente M. d. carinicauda trouxe
relevantes mformacdes gquanto ao seu efeito na juncdo newromuscular € no
musculo esquelético. Trabalhos futuros com as fracBes deste veneno s#o
necessartos, na tentativa de se mvestigar mais detalhadamente os efeitos

nIotoxicos e neurotdoxicos observados no presente estudo.
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Conclusdo

I- O veweno de AMicrurus dumerilii carinicauda causa blogueio da
transmissdo neuromuscular. A Neo bem como a 3 4-DAP produziram um

antagonismo parcial nas preparagies nervo frénico-diafragma de rato.

2- O veneno de Micrurus dumerilii carinicauda ata, provavelmente, nos

receptores nicotinicos pos-SINApticos.

3- As alteragdes morfoldgicas produzidas pelo veneno foram imsuficientes

para assumirem a responsabilidade das alteracdes farmacoldgicas

observadas neste trabatho.
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Stummery

The effects of the venom of Micrurus dumerilii carimicauda (M. d.
carinicauda), a coral snake restricted to north of South America (Venezuela and
Colombia), was studied in mammal (rat hemidiaphragm)} and avian (chick biventer
cervicis) muscle preparations by pharmacological and morphological approaches.
The venom nduced neuromuscular blockade in the rat phrenic nerve-diaphragm
preparation and on the chick biventer cervicis nerve-muscle preparation.
Neostigmine {Neo} and 3,4-Diaminopyridine (3,4-DAP), antagonize partially the
effect of the venom on the neuromuscular transmission in the rat nerve-diaphragm,
Either i rat phrenic nerve-diaphragm preparation as well as on the chick biventer
cervicis nerve-muscle preparation, the venom does not depress the twitch response
elicited by direct muscle stimulation. The contractures induced by acetylcholine
(ACh) o the denervated rat hemidiaphragm and in the chick biventer cervicis are
mhibited by the venom. This findings suggests that the main cause of the
neuromuscular blockade is due to a post synaptic action on the nicotinic receptors.
It is corroborated by our findings on the bioelectrical potentials where M. d.
car-ﬁnicauda. venom (5 pg/ml) produced a progressive decrease in the amplitude of
the mimiature end-plate potentials until these were abolished. Neo (5.8 uM) and
3,4-DAP (230 uM) antagonized this blocked effect on neuromuscular transmission
and fully prevented the venom-induced blockade of m.epp.s These results
indicates that M. d. carinicauda venom produces neuromuscular blockade mainly

by apost synaptic action. M. d. carinicauda venom (5 pg/ml) had no effect on the
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resting membrane potential and had no effects on the muscle contractile Tesponse
under direct stimulation. Our findings also shown that this venom (5 or 10ug/ml)
mduces pronounced myotoxicity (10ug/ml), affecting in a number of fibers the
sarcolemma integrity and producing sarcomere disorganization and clumping of
myofilaments. This effect though seems to have little influence on the
neuromuscular-inducing effect, since even with 20 pg/ml of the venom there is no
change 1n the muscle contractile response under direct stimulation.

In parallel, Mdcarinicauda venom produced a dose-dependent
morphological change on the mammal preparation. In addition the higher the dose
the more frequent the presence of multiple zones of closely-massed myofibrils in
diaphragm preparation. In biventer cervicis, changes have a slow onset and were
greatly characterized by undulation of fibers and rarcly by collapsing zones of
myofibrils by the end of the incubation period. In this work, also was observed,
that the most markedy morphological changes related was related to bipartition of
the presynaptic elements with mvagmation of the Schwann cell processes.
Furthermore, was observed topological alterations in the sinaptic vesicle
distribution as well as the presence of the degenerated -electron-lucent
mitochondrias and axolemma indentations forming omega shaped small
mvaginations. Our results suggest that M.d carinicauda venom has myotoxic and

neurotoxic effects.
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