SONITA MARIA DQOS SANTOS AGOSTINHO

SIALOTOXINA 1. DETERMINACAQ DA Dlgg, SUAS MANIFESTACOES

BIOLOGICAS E SUA INTERACAD COM A TESTOS-
TERONA E ESTRADIOL EM CAMUNDONGOS

Tese apresentada @ Faculdade de

Odontologia de Piracicaba da

Universidade Estadual de Campi

nas, para obtencio do grau  de

Mestre em Qdontologia, Arvea de

“Bases Farmacologicas para a Te
- rapeutica Medicamentosa'.

PIRACICARA

-~ 1489 8 7 -

%??55;«

8700/BC




SONIA MARIA DOS SANTOS AGOSTINHO

SIALOTOXINA 1: DETERMINACAQ DA Dlgg, SUAS MANTFESTAGOES
BIOLOGICAS E SUA INTERACAQ COM A TESTOS-
TERONA E ESTRADIOL EM CAMUNDONGOS

Tese apresentada a Faculdade de
Odontologia oc ]3.;.15-1&;%.( sha da
Universidade ¥stadunl de Campl
nas, para obt (Ilisd”‘} do gran de
Mastre em dontologsia, ‘im a0 de
“Bases Favmacolopicas para a Te
Cyaptutica Medicamentosal,

PIRACTCABA

-~ 198 7 ~

yRICAME
aipLIOTECA CENTR



Aos meus pais,

responsaveis pela minha formsgao e gue me
ensinaram: Receber hem a felicidade porgue
engrandece meu coracac; tolerar a tristeza
porgue egla abre minha alma; aceltar os pré
mios porque s$ac minhas recompBnsas B rece-
her os obstéculos porgue eles sap 0 meu de

saftio.

e

Aos meus sogros g irmas,

pela compreensaa e apoioc.



Ao meu esposg; ’

pela sy amer 8 por nos demonstrar, que as recompansas

da vida estdo no fim . de cada jornada, naoc perto do

comego: que nao nos fol dado saber guantos pasgds 2830

necesssrios pars atingirmos nossos obhjetivoes. O Sfra-

3

casso pode ser gncontrado ate no milésime gesto, mas

o

¢ suecesso se esconde atras da prépria curva da  eaestra-

da. Nunnoa saberemos guaoc perte ele ests

mos @ préxima esguina.

, até centornar

Aos meus filhos:

Daniel, Netalis e Leandra,
pelo carinho g por ssram par

tes das minhas recompansas.



X

Ao Profsessor Doutor DECID TEIXEIRﬁlkTitular da Disciplina
de Fisiologia e Biofisica do Departamento de Cidneias Fi-
siclépicas da Faculdede de Odontologia de Piracicsha, pe-
la amizade, paciéncia, incentivo e dedicacdo durante a
mumﬁetante orientagdo deste trabalho & com guem tive &
pportunidade de apreﬁder: Que cada obstdculo su considere
como um mero desvio do mew objetivo e um desafio a8 minha
profissac e que-pefsistindo eu desenvolverei minhas habi-
lidades como um marinheiro desenvolve as suas, aprendendo

a remar na fdria de cada tempestade.

Ao FProfessor Uoutor Samir Tufic Arbsx,

Coordenadar Geral dos Curseos de

Graduagdo da Faculdade de Odontologia

de Piracicaba - UNICAMP, pela
¢ principalmentes pela sua habilidade
de saber ouvir, compresnder g

amizade

Tespon -

der a um apélo quando este 1lhe € dirigido.



AGRADECIMENTOS

- Ao Professor Doutor Simonides Consani, Dignissimo Diretor da Fa
culdade de O&ontﬁlbgia de Piracicaba, pela oportunidade e incen

tivo dado 2 pesquisa desta Faculdade;

- Ao Professor Doutor Carles Eduardo Pinheiro, Titular da Disci-
plina de Bioquimica da Faculdade de Odontologia de Bauru ~ Uni-
versidade Estadual de Sao Paulo pela estimada colaboracgao | e
fornecimento da Fracao T de Sialotoxina e pelo exemplo de homem

da Ciéncia;

- Ao Professor Doutor Amado Leonizio de Azevedo, Chefe do Departa
mento de Ciencias Fisioldgicas da Faculdade de Odontologia  de
?iraéicabai pela atencgao e por gentilmente nos permitir o uso
dos laboratdrios, bem como dos materiais utilizados nesse traba

1ho;

- Ao Professor Doutor Thales B, Mattos Filho, Coordenador do Cur-
so de P@s-Graduacio em Bases Farmacoldgicas para Terapéutica Me

dicamentosa, pele apoio e compreensao;



Ao Professor Doutor Roberto Simionato de Moraes, Professor Assis
tente Doutor do Departamento de Matemitica e Estatistica da Esco
la Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz" pela programagac e

orientagio estatistica;

Ao Professor Douter Jaime Aparecido Cury, Professor Livre Docen-
te da Disciplina de Bioquimica do Departamento de Ciencias Fisip
10gicas, da Faculdade de Odontologia de Piracicaba - UNICAMP, pe

la sugestiva colaboracao nesse trabalho;

-~ Ao Professor Doutor Jodo Leonel José, Professor Assistente Dou-
tor da Area de Parmacologia do Departamento de Ciéncias Fisiolo-
gicas, da Faculdade de Odontologia de Piracicaba - UNICAMP, pela
amizade e por nos apolar e identivar a ingressar na carreira do-

cente, onde esti sempre nos transmitindo seus conhecimentos;

-~ Ao Professor Doutor Alcides Guimardes, Professor Adjunto da Dis-
ciplina de Fisiologia e Biofisica, do Departamento de Cieéncias
Fisiolégicas, da Faculdade de Odontologia de Piracicaba - UNICAMP,

pela amizade e desinteressada celaboragao nesse trabalho;

A Professor Maria Cecilia Ferraz Arruda Veiga, Professor Assis-

tente da Disciplina de Fisioclogia e Biofisica do Departamento de



Ci€ncias Fisiollgicas, da Faculdade de Odontologia de Piracica-
ha - UNICAMP, pela amizade carinhosa, companherismo e colabora-

2o,

- Avs Professores da K:ca de Tarmacologia, da Faculdade de Cdonto
logia de Piracicaba - UNICAMP: Doutor Jonas Vaz de Arruda; Dou-
tor José Ranali; Doutor Eduwardo D. de Andrade e Doutora. Maria

de Lourdes G. da Gama, pelos seus eficientes ensinamentos;

-~ A Professora Miriam Campos Boaventura, pela estimada  amizade,

companherismo e colabhoragao;

- Aos funcionfirios do Departamento de Ciéncias FisiolGgicas da Fa
culdade de Odontologia de Piracicaba -~ UNICAMP, Srs.: Carlos A,
A, Feliciano; Ulisseslde Oliveira Marting, pela colaboracgdo téc
nica; Waldomiro Vieira Filho pela confecgdo dos grificos; Mari-
sa de Jesus Carlos Soares ¢ Sueli Saliani,lpela cdesinteressada
colaboracdo; e a Ivany So Carmo G. Gerola, pela revisao biblio-

grafica;

- A todos que possibilitaram a execugao deste trabalho,



e
=
=
-
| 1

—n
=)
P es

CAPITULO T |
ll INTRODU?AO illllillt!lI.IllIltt‘l-illllll!lll!l‘l!ll!!l!l&

1.1. Glandulas Salivares e Seus Fatores ALivos ......

1.2, Glandulas Salivares € GOnadas «euevsensnonenonnnis
1.3, Fatores TOXICOS vecsrirenononnanss et et acanan

CAPITULO IT

2. MATERTAL E PETODOS +vvvvvsvrinsrosssernenrinreiennens,

2.1. Distribuicdo dos Grupos ... vviaviansen N
2.2, Tratamento FstatistiCo vuevnverernsvnnonensoansnn

CAPITULO ITY

B RESULTADOS 4y s eses e ens s r st st ttr s e rercerarenans

CAPTTULO IV
L;l DISCUSSAO Iliiilil!illf(i‘li!lilﬁlil!il!‘lilillli!lil.l

CAPITULO V

5 CONCLUSOES v v et e e i,

CAPTTULDO VI _ |
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS +ovvvrrsevrsevversnesnrnns

CAPTTULO VIT
7I RESUPIOI!l!!!ill!!llllllll\Illlxlll)IllllilIl!ttil!ili

14
i0
19
23

Z8
28

33

37

62

75

78

90



CAPITULO I
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1. INTRODUGAO

1.1, Glandulas Salivares e Seus Fatores Ativos

Desde a descoberta da calicreina nas glandulas
salivares por WERLE § RODEN (1936), muitas investigacoes tém sido
feitas, "In Vitro™ e "In Vivo", no sentido de elucidar a existen-

cia de outros polipeptideos ou fatores biologicamente ativos.

Assim, JUNQUEIRA et alii {(1949), através da
histoquimica demonstrou a atividade da fosfatase acida nos granu-
los secretdrios dos ductos granulosos e verificou que as glandu-
las salivares dos camundongos machos apresentavam duas vezes e
meia mais atividade desta fosfatase que as salivares de  fémeas.
Ainda, quanto a atividade celular, SREEBRY; NEYER: BACHEM (1955%)
e SREEBNY (1960) descreveram a participagao de proteases androge~

no ~ dependentes nas glandulas submandibulares de ratos.

Subsequentemente, foram isolados das glandulas
submandibulares de ratos ¢ camundongos, diferentes enzimas (EKFORS,
1967 ¢ 196%) e EKFORS et al 197Za,b}. Duas protcases {A e D) tam-

bém foram obtidos das glandulas submandibulares de camundongos -
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por SCHENKBIN et alii (1969), SCHENKEIN et alii (1974) e
SCHENKEIN et alii (1977) onde demonstraram que.essas enzimas além
de hidrolizarem as ligagdes arginil das proteinas, aﬁresentavam a
tividades quimioliticas, que devem estar relacionadas filogenetica-
mente com as calicreinas, as quais ndo parecem ser andrégeﬁo' - de
pendentes. Essas enzimas foram descritas ﬁomo sendo pfoteases,pag
tidaseé, hidrolases peptidases, enzimas semelhantes a tripsina,

esterases e esteropeptidases.

MAYNER § ACKERMAN (1963) demonstraram a presen
¢a da ribonuclease nos tubulos granulosos das glandulas submandi-

bulares de camundongos.

Segundo SWIGART et alii (1965) a glandula sub-
mandibular de camundonge macho contém uma grande atividade amila~
se, a qual excede aquela observada na femea. A atividade da amild
sica pode ser reduzida pela castragido e aumentada pela administra-
gao de testosterona as femeas ou a camundongos machos  castrados

(SHEAR et alii, 1879).

Po: outro lado, dentre os fatores relacionados
com o crescimento e diferenciacac, o Fator de Crescimento Nervoso
& um dos mais estudado da glandula submandibular. A sua purifica-
cao a partir da glandula submandibular de camundongos machos por .

COHEN (1960) foi precedida pela purificacao do Fator de Crescimen
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to Nervoso a partir do veneno de cobra por COHEN § LEVI-MONTALCI-
NI (1956}, que possui um papel essencial no desenvolvimento & ma-
nutengac da'intagridade funcional do sistema nervoso simpatico e

de alguns neuronios sensitivos.

Depols do Fator de Crescimento Nervosc, o Fa-
tor de Crescimento Epidermal € o melhor caracterizado e ~  também
muito estudado. Foi deséoberto por COHEN (1962) comec sendo o prin
cipal extrato da glindula submandibular de camundongos maches, o
qual, quando injetade em ratos ou camundongos recém-nascidos, pro
duziv aceleragdo na erupgdc do incisivo e na abertura das pilpe-
bras. O Fator de CrQSCimento Epidermal € um potente estimulante
mitético para uma variedade de tipos celulares, = aceclera a quera
tinizacao e inibe a secregio gastrica acida.

0 Fator de Crescimento Epidermal ¢ primeiramen
te detectivel na glandula em torno do 20? dia apds o nascimento
{(GRESIK & BARKA, 1978). Apds a puberdade a concentragao desse Fa~-

tor aumenta rapidawente (BYYNY; ORTH; COHEN, 1972},

ATTARDI et alid (1965 e 1967) purificaram  um
fator da glandula submandibular de camundongo que causava diferen
ciacdo de fibras musculares com perda de miosina e cartilagens e
estimulava o cresﬁim@nto celular mesenquimal, o qual, denominaran

de Fator de Crescimente Mesodermal.
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_ADLER & NARB&ITZ (j9651 identifica?am_o Fator
de Crescimento do Tubo Neural e observaram que adigdes de éxtra«
tos de glandulas submandibulares de ratos & culturas de tubo neu-
ral de embrides ﬁe galinha "In Vitro', resultavam ne aparecimento

da asbertura dorsal com  crescimento irregular e hiperplédsico.

JONES (1966) ¢ JONES & ASHWOOD-SMITH (1970) pu
rificaram um fator da glandula submandibular de camundongo, 0
qual por estimular a proliferagﬁo de células epiteliais em cultu-
va de Orgaos, foi chamado de Fator de Crescimento Epitalial; En-
tretanto, BANKS § WALTER (1973) mostraram.que este fatgr nao esti
mula a proliferagdo de c8lulas epitéliais, porém, tem um  efeito

preferencial na desorganizagao das estruturas epiteliais,

HOPPMAN et alii (1976) puriﬁicaram um fator da
gl@ndula submandibular de camundongo, e outrn da glandula pardti-
dé bovina, os quais, quando injetados em camundongos adultos @
recém-nascidos, produziam crescimente hipertrdfice e hiperplisico
de cflulas endoteliais em diferentes 6rgaos. |

Subsequentemente, HUTSON; EVANS; FOWLER {1979)
sugeriram que as glandulas submandibulares e sublinguais de camun
dongos contem um_fatoy, largamente utilizado guandoe o animal se
lambe, = que acelera, precocemente, © protesso de reparc e denomi

naram-no de Fator de Contragao Cicatricial.
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Dos fatoyes relacionados com a homeostase, as
calicreinas das glandulas salivares tem sido amplamente estudadas,
s@o proteases séricas (peptidil hidrolases), as quais, liberam Td
pida e especificamente um decapeptides biologicamente ativo, a
lisil-bradicinina, que a partir de uma proteina precursera, quimi
nogénio, & encontrada na maioria dos fluidos bioldgicos. A lisil-
bradicinina tem um pronunciado efeito vasodilatador, ¢ hd muito
tempo atribui-se a esta enzima o importante papel na regulagao lo

cal do fluido sanguineo das glandulas salivares (HILTON, 1870).

OGATA et alii (1944 e 1945) e 1TO (1954} isola
ram e cristalizaram do extrato de pardtida bovina, uma substancia
biologicamente ativa, de natureza proteica, que dencminaram de
“"Parvotin™. ITO (1960) confere ao Parotin varias funcdes importan-
tes tais como: estimular a proliferagao das cartilagens, promover
o desenvolvimente de fibras elésticas e tecide conjuntivo, estimu
lar o sistema reticulo endotelial e os Orghos hematopoiéticos.

Em 195?, WERLE; VOGEL; GOLDEL, identificaram
um principio da glandula submandibular de camundongo, o qual quan
do injetado ewm cachorros ou camundongos, provocava uma  hipertensao
arterial duradoura,

Do mesmo modo, TURRTIAN (1960) demonstrou  que

extrato de glandula submandibular de camundongo, quando incubado
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com sore de rato, produzia um fator hipertensivo semelhante a angi
otensina. COHEN et alii (1872) obtive:am duas enzimas semelhantes
a tenina; a partir da glandula submandibular de camundoﬁgos machos,
em forma pura ¢ estivel. As duas enzimas, renina A e renina C, am-
bas glicoproteinas, diferem pouco em sua composigﬁo de aminoéacidos

e demonstraram uma potente atividade hipertensiva em ratos.

Por outro lado, numerosas observagoes sugerem
uma interacio entre a glandula submandibular e o sistema linfoide.
A glindula salivar, presumivelmente, contén fatores, os quais afe-
tam o sistema linféide em geral, e particularmente o timo. Entre-
tanto, estes fatorves nao foram purificados.

Fm 1964 ¢ 1965, BUEKER § SCHENKEIN chservaram
que a administragQO de Fator de Crescimehto Nervoso, parcialmente;
purificado em camundongos, reduzia o peso do timo, a espessura de
seu cOrtex e o numero de linfdcitos no timo, nodulos 1iﬁf5£ic05 &
bago.

Todavia, DELANGE (1875}, observou que injegoes
de extrato de gl3ndula submandibular e sublingual causava um est£—
mule imunoldgico nos tecidos linféides, e ndo atrofia do timo, ba-
co ou nodulos linfaticos.

ANGELETTI et alii (1965) relataram a purifica-

cHo parcial de um fator da glandula submandibular de camundongo, ©
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gual aumenta o nimero de leucdcitos polimorfonucleares dentro de
2 a 3 semanas quando injetado em camundongos ou coelhos, denomina

ram-no de Fator de Indugdo 3@ Granulocitose.

SHERIDAN § STANLEY (1971) demonstraram que de
diversos tecidos examinados de tamundpngos, a glﬁndulé submandibu
lar continha a mais alta concentragao de Fator Estimulante de Co-
lonias da Medula Ossea. Uma purificacioc parcial deste fator,.cuja
concentragao erva trés vezes major nas gladndulas dos animais  ma-
chos do QUe nas femeas, sugeriu que este fater & diferente dague-~

les que OCOYYEm em outrcs O6rgdos.

A produgic extra renal de eritropoetina (EP) €
muito conhecida., Em 1973 ZANGHERI et alii, demonstraram que o au-
mento no nivel de eritropoetina, que ocorre em ratos hipdxicos e
hipoxicos associados a anemia, foi mais reduzido pela nefrectomia
associada a.Shﬂcamﬂméthﬁ. do gque pela nefrectomia somente. Estas
observagoes sugerenm a glandula submandibular como um sitic extra
~renal de ﬁraﬁugéo de e:itropoetina. Assinm,  FAVA DE MORAES;
ZANGHERI : DOINE (1978%) obtiveram sucesso em demonstrar, imunccito
quimicamente, a presenca de eritropoetina nas células dos ductos

glandulares das glandulas submandibulares de ratos e camundongos.

BARKA (1973} conseguiu purificar parcialmente

uma proteina de glandulas salivarves de camundongos machos e £~
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meas com atividade supressora da mitose celular.

LISKE § REBER (1876) encontraram, por radioimu
noensaio e imunoflorescencia, uma alta concentracac de Atividade
"Insulina-Semelhantd' nfo supressivel em pancreas e glandula subman

dibular de rato.

LAWRENCE et alii (1977) isolaram um fator hi-
perglicemiante existente ﬁas glandulas submandibulares de ratos,
camundongos ¢ coelhos que recebeu o nome de Glucagon Salivar, ten
do um péso molecular p$5ximo de 70.000. Injecao intravenosa desse
fator provoca um efeito comparavel ac obtido com administragao de

glucagon pancreatico,

Essas-observégGes foram confirmados por SMITH
et alii (1979}, que através das teécnicas de radio-imunoensaios e
imunécitoquimiCa;l ' isolaram o glucagon das glandulas subman-
dibulares com imﬁo$tante participacao no metabolismo de carboidra
tros.

ARRUDA VEIGA {197%) isolou um peptidec do ex-
trato de glandula SUﬁmandihulai de camundongos machos, gue guando
injetado subcutine amente provoca poliuria e albuminiiria ¢ uma sé-

rie de alteragbes nas estruturas renais.

Mais recentemente, MURAKAMI; TANIGUCHI; BABA»
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(1982} tem demonstrado que as glandulas pardtidas de ratos em se-
res humanos, contém um peptideo de agao semelhante a insulina (in
sulin-1ike} e que o mesmo €, cromatograficamente, similar a insu-
lina pancredtica com importantes funcoes na homeostase da glico-

5€.

Aiém dessas evidencias experimentais que supor
tam a teoria endbcerina das glandulas salivares, PHILLIP; SMITH ;
PATEL (1984) revelaram que a populagaoc de células que produzem a
insulina nas glandulas pardtidas, sdo aquelas, principalmente, en
contradas ac longo dos ductos intercalares e em menor quantidade
Nos acinoes, nao ohservando as reactes de imunoreatividade nos duc

tos estriados & secretores.
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1.2. Glandulas Salivares e Gonadas

Embora, inlimeros pesquisadores tem dedicado a-
tengao a outras atividades destas glandulas, tem sido proposto
que as glandulas salivares interferem na atividade metabdlica de

diversos Orghos, como também possuem interacles enddcrinas.

‘As relacgles entre as glandulas salivares e  as
gonadas venm sende estudadas por virios autores. Desse modo, LACAS
SAGNE {1940) e LACASSAGNE § CHAMORRO (1940) denmonstraram » exis-
téncia de dimorfismo sexual na estrutura das glandulas submandibu
lares de camundongos, sendo  estudados bioguimica e histoquimi

camente por CARAMIA {1966},

Nos camundongos, os tubulos granulares nio es-
tio presentes por 3 ou 4 semanas poOs-natais e, até essa idade, nio
ha dimorfismo sexual (SHACKLEFOR § WILBORN, 1968; SMITH & FROMMER,

18723,

Desde a demonstracao do dimorfismo sexual es-
trutural das glandulas submandibulares de camundongos, foram de-
senvolvidos intmeros estudos, entretanto, a evidencia desse dimox

fismo em outros animais ainda ¢ discutida.
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Os mecanismos reguladores relacionados com 6
desenvolvimento e maturacdo das glandulas submandibulares sdo
complexos (BOYKO & ZEBROWSKI, 1972). De fato, cuidadosos estudos
quahtitativos tem demonstrado que os didmetros dos tlUbulos das
glandulas submandibulares do rato sao maiores nos machos do que nas
femeas ecweJK$ ratos, os tubulos granulosos estdao sob a influén-

cia hormonal, particularmente dos hormonios sexuais masculinos.

BALDI §' CHARREAU (1972) demonstraram que - as
submandibulares de ratos tem um sistema ativo 17-beta-hidroxiste-
roide-oxidorredutase, evidenciédo pela conversao da testosterona
e 17-beta-estradiol em androstenediona e estrona. Segundo esses
autores, € concebivel que a enzima responsavel por essa transfor-
magio se localize, possivelmente, nos segmentos tubulares dessas

glandulas.

Outros autores, tem relacionado a remogao das
glangulas salivares com alteragoes nas fungoes gonadais masculi-
nas quanto femininas. Assim, KATAGIRI § HIGASHIGO (1940) verifi-
ééram'que a remogao das glﬁngulgs submandibulares e a ligacao dos
ductos da parotida em ratas jovens, leva a uma hipertrofia do

utero. ,

"Em 1942, GINN § VOLKER demonstraram que a - au-

séncia das glandulas salivares em ratas provoca distdrbios relaci
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onados com o metabolismo hormonal das células'sexuais, vitaminas

do complexo B e diminuigho da fertilidade,

BIXLER; MUHLER; SHAFER (1955) demonstraram que
os-ratos sialoadenectomizados apresentavam um aumento no péso dos

testiculos.,

AFONSKY (1958) verificou uma queda na capaci-
dade de fecundagaoc em rdtas que tiveram suas glandulas salivares

removidas,

SUDDICK (1960) registrou que as glandulas pos
suem uma substancia que pode aumentar a atividade dos drgaos re-

produtores.

LOURIDES et aliz (1970) demonstraram que as
atas sialoadenectomizadas, apresentavam um retardo na Mmaturagao
gvariasna e uma at'r_of;i.a do {itclfo e JOHNSON; KEKEH: YAPT (1970} no
taram em camundongos machos também sialoadenectomizados, regres-
sac dos testiculos e diminuicac da atividade sexusl.

Ainda, estudande o efeito causado pela auscn-
cia das glandulas salivares na fertilidade de.xatos, DOTTAVIAND .
RAMALHO: NEGREIROS DE PAIVA (1974) observaram um wmenor indice na
reproducao dos animails aialoden@ctonizados guando comparados Com

0% casals normals.
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Fm 1977, ARCIERE § MARTINELLI tamb@m_verificg
Tam uma progressiva esterilidade em ratas que tiveram suas glan-

dulas galivares extirpadas.
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1.3. Fatores Taxicos

Tem sido demonstrado que extratos de glandulas
submandibulares de camundongos $2o extremamente téxicos, e $Mo

com baixa concentragao proteica.

LULZZT § ANGELETTI (1968) demonstraram que a
dialise desses extratos com tampao TRIS-HCIL 50 mM, pH 7,%, néo di
minul o nivel de toxicidade, sugerindo que o cemponente toxico deve
estar associade 3 macromoléculas, possivelmentalde natureza pPro-
teica, sendo que a propriedade tﬁxica desse extrato & grandemente
destruida por fervura 3 100°C, durante 10 minutos. Numa tentativs
de localizar o componente tdxico dessas glandulas, estes MEeSHOS
auforeﬁ,fracienaﬁam o extreto brute de glandulas submandibulares
de camundongos em colunas de "Sephadex G-100" pH neutro, e verifi
caram que,embora todas as fragbes apresentassem certe grau de to-
iicidade, umas das fragoes proteicas {fracac B}, era hem mais
toxica que as outras, Dose sub-letals dessa fragio induzem retar-
do do crescimento de ratos recém-nascidos e severa atroefia do ti-

0.

LIN & HOSHIRO (18569) Telataram a existéncia de.
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um fator hemorragico, evidenciado em transplantes subcutancos de
glandulas submandibulares de camundongos. que provoca hewatoma 1o

cal o severa hemorragia sistemica.

HOSHING & LIN (1968 e 1963) deﬁcreveram a exis
téncia de um fator letal nas glandulzs submandibulares de camun-
dongos machos gue era liberads quando se transplantavanm CSSAS
glandulas para um animal hospedeiro. O transplante de  glandulas
pardtidas ou submandibulares de Bmeas ou machos Imaturos, nao
apresenta toxicidade, o que o§ levaram a considerar que-a manifes
tagao do fator letal estd, dirvetamwente, relacicnada com a Maturacad
sexual do camundongo macho o Também g uma agao da testosteronsa,

por isso considerar gue o fator letal ¢ testosterona dependente.,

LIN § HOSHINO (1970 e 1871) relataram que exis
te diferencana mortalidade entre cammdongos machos o fomeas intactos  que
receberam enxertos de gliandulas submandibulares, sendo o macho

mais resistente.

Notaram, ninda, gue o hospedeire macho sialos~
denectomizados apresenta maior taxa de mortalidade guando compava

dos com 05 nao sialoadenectemizados e que a testosterona protege

as feémeas hospedeiras contra o efeito letal, tanto nos animais
sialoadencectomizados, quanto nos nio sialoadenectomizados. Desse

modo, nao obstante os zutoves admitirem que o mecanismo de protfe

cho contra o efeito letal, € ainda obscure, alguns dados aprescn-



tados sugerem, que a presenga do hormdnio androgénico enddgeno

tem a fungao de proteger o camundongo macho,

HUANG; HOSHINO; KIM; CHEBIB (1977) adminis-~
trando extr#t&‘liofilizado de plandulas submandibulares de camun
dongos machos em femecas receptoras, e usando a analise de probi-
tos, compararam a sﬁceptibilida&e dos efeitos do fator letal ew
tyes espécies de animeis e em quatro diferentes linhagens de ca-
mundongos. Esses autores, confirmaram a existéncia de uma subs-
tancia ndo conhecida, nas glandulas submandibulares de camundon-
gos que exerce efeito letol, com sensibilidades diferentes para

as espécies de animais.

HATAKEYAMA; HIRAMATSU; MINAMI (1981) analisan
do o efeito téxico do extrato de glandulas submendibulares - de
camundongos, ratos, cobaias e também a atividade tdxica da sali-
va induzida pory agente alfa-adrenérgico, confirmaram, aiém da
presenca de um compoﬁ@nte altamente toxico nos extratos das glan
dulas dos animais machos, a identificacao de uma enzima na sali-
va, semelhante g célicreina, indicande que o fator letal das
s1andulas sﬁbmandibulares do camundongo macho € uma proteina exd
crina e sua secregao na saliva € Conttolada.por receptores alfa-
adrenérgicos.

Por outro lado, PINHEIRD (1884}, isoiou Vi

rios peptideos de natureza tdéxica, das glandulas submandibulares
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de camundongos machos, o que representa novos cophecimentos a res
peito da biologia das glandulas salivares,bem como amplo campo
para o estudo de peptidios atives. No momento, j& foram identifi-
cados quatro fracles de diferentes peptidios ativos, os quais fo-

ram denominados de Sialotoxina I, II, ITI ¢ IV respectivamente,

Em decorréncia disto, propusemo-nos a realizar

esse trabalho, com os seguintes objetivos:

a) Determinar a3 DLSG da Sialotoxina T, ewm  ca-
mundeongos machos e fémeas ¢ suas atividades bioldgicas;

b) Determinar a DL, da Sialotoxina I, em ca-
mundongos machos previamente tratados com hormonic estradiol 5

anzlicar as suas atividades nNo organismo;

¢} Determinar a DLSO, em camundengos femeas,
previamente tratadas com hormonios testosteyona e observar oS

efeitos bicldgicos,

d} Deteyminar a Dlgg da Sialotoxina I, em ca-
mundonges maches orquidectomizados e verificar as suas acoes bio-
légicas;

¢} Analisar o efeito da Sialotexina I em camun

dongos fémeas svariectomizadas e determinar a sua DLSG“






A .

2. MATERIAL E METODOS

Para o presente trabalho foram utilizados 470

com 30 a 45 dias de idade, pesando aproximadamente entre 25 e 35

gramas no infcic do experimento.
Os animais foram alimentados antes e durante o
-.}‘n

periodae experimental com ragido balanceada e agua "ad libitum' e

mantidoes em temperatura ambiente.

2,1, Distribuicad dog Grupos

Os animals foram distribuidos casualmente da
seguinte forma: (Quadro A}

GRUPO I ~ Femcas Normais e Sialotoxina 1 - comns

tituido de 60 fimeas, as quais foram redistribuidas em 6 subgrupos

* Racio Ceres S/A Piraclcaba
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de 10 camundongos cada. nos quails. foram asdministrades Sialotoxi-
na I nas concentragoes de: 0,5; 0,75; 1,0; 1.,3; 1,4 e-1.5 mg/kg

‘.

de péso corporal., via intraperitonesl.

constituido de 100 machos, os quais foram redistribuidos em 10
subgrupos de 10 camundongos. Em cada subgrupo foi administrado .
via intraperitoneal, Sialotoxina I nas concentracles de: 0.5;
1,05 1,55 2,05 2,5, 3,05 3.3; 3.5; 3,6 ¢ 3,7 ng/kg de péso res-

pectivamente.

GRUTPO III -~ Machos + Estradiol e Sialotoxina

I - constituldo de 80 camundongos machos, os quais foram redis-
tribuidos em 8 subgrupos de 10 camundongos cada. Esses animais
receveram, previamente; tragtamento com hormonio estradiml*? via
intraperitoneal, na concentragﬁo de 2.0 mg/kg de peso, diariamen
te, durante um periocdo de 10 dias. num volume maximo de 0,1  ml
por camundongo. Im seguida, fol administrado Sialetoxina T, dose

unica nas concentracoes de: 0,5 1,0: 1,3 1.,5: 1.7 2.0; 2,3 e

2,5 mg/kg de péso corporal, via intraperitoncal.

¥

‘na I - composto por 90 camundongos fémeas, os quais foram redis-

tribuidos em 9 subgrupos de 10 camundongos cada. Esses animais

* Di-MenFormon - Lab, Organon do Brasil Ltda.
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receberam, previamente, tratamento com horminio testosterona . Via
intraperitoneal, na concentragio de 2,0 mg/kg de péso, durante

um periodo de 10 dias, num volume miximo de 0.1 ml por camundon-~

go. Em seguida, foil administrado Sialetoxina I, dose Unica nas
concentragdes des 0,5, 1,0 1.5; 1,8: 2,0 2.3; 2,5; 2.8 ¢ 3,0

mg/kg de péso corporal, via intraperitoneal, num volume miximo de

0,5 mi.
GRUPO V - Machos Orguidectomizados e Sialotoxi
na I - constituido de B0 camundongos machos, redistribufidos em

§ subgrupos de 10 camundongos, os quais foram submetides 5 exci-
sao dos testiculos. Apds 30 dias dm cirurgia, os animais recebe-

ram Sialotoxina T, nas concentracgoes de: 0,5, 1.0; 1,5 2,0; 2.2

via que o% grupos anteriores,

Pava a vealizagao da orquidectomia, os animajs
foram anestesiades por inalagao de éter sulfdrice, em uma campanu
la de vidro, e fixados numa prancha cirlirgica com funil, na posi-
cio de decibito dorsal, sendo a profundidade da anestesia contro-
lada pelas reagoes do animal.

A seguir, tomando os culdados de antissepsia,

* Drsteston - Lab, Organon do Brasil Ltda.
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foi feita uma incisdo na parte %nf@rior do escroto de modo a pexr-
mitir a extrusio dos testiculos. Uma simples ligadura éom fio de
algodao fol colocado em volta dos vasos expermaticos e ductos de-
ferentes. O testiculo junto com o epididimo foi excisado. Em se-
guida, procedeu-se a sutura com fio de algoddo. Os animais foram
mantidos nas mesmas condigoes ambientais ate o dia da  aplicacio

da Sialotoxina I.

. GRUPO VI -~ Fémeas Ovariectomizadas ¢ Siaglotoxi

na I - constituido de 60 camundongos fémeas, redistribuidos enm
6 subgrupos de 10 camundongos cada, os quais foram submetidos a

remochic bilateral dos ovarios. Depois de 30 dias da cirvurgia, os
animais rveceberam Sialotoxina I, nas concentragoes de: 0,5 0,75
1.,0; 1,3 1.4 ¢ 1.5 mg/kg de peso corporal, pela mesma via dos
grupos anteriorss.

Para a remogao dos ovarios, os animais foram

anestesiados e fixados do mesmo modo que os do grupo anterior,

A_segﬁir$ tomando-se o cuidado de antissepsia,
os animais sofreram uma incisio mediana na regifio pélvica, até a
altura dos ovarios, de modo A permitir a sua remogao.

Apbs a divulsZo da pele e exposicdo dos  ovi-
rios, uma simpiles ligadura com fio de algodao foi feita em sua
volta ¢ estes forsm rvemovidos. Em seguida procedcu“ﬁe a sutura

com fio de alpodao. Os animais foram mantidos no mesmo ambiento.
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1 SRXO  Jerubos |sunciuron|me pE oM. TRATAMENTO
1z ig flalotoninag I~ 0.5 mg/Kg de plso corporal
i 10 " ¥ 8,75 my/Ry de plso corporal
FEMERS b e ig " " 1,4 mg/Kg de phso corporal
1d 1o " " 1,3 mu/Hg de piso curperal
e 10 " " 1.4 ngsRg de phéso corporal
LE 10 o # 1,5 mgfKg de péso corporal
1y 1o Sialotoxina I:~ 0,5 mg/¥g de plso corporal
ik 10 " " 1,0 mg/hg de plse corporal
Yo 1o * " 1,5 my/ky de péso corpural
id 10 " " 2,0 mt/Hg de péso corporal
MACHDE It le 10 u “ 2,% my/Kg de pdso corporal
1E 16 # " 3.0 myfRyg do piEse corporal
1g 10 " " 3,3 mg/Eg de piéso corporal
ih 0 " " 3,5 mygflg do péso corporal
1i 1o " " 3,6 mofhg de plso corporal
13 10 " " 5,7 wmysRy de phsn corpoval
la 10 Estradiol ~ 2,0 mg/kg de pdso corperal + 0,5 wifRy 8iai.l
ib 16 @ voow e e 2,0 v o
lo 10 “ mooow . S T I
MACHOS | 1Y 1d 10 * oo S
1o 10 v “« e w L O I
if . 10 " “ » .o " 4+ 2,0 " »on
1y i1 " " L 2 N L
1k 10 “ o mm e s 2,5 % mow
La 10 Testostesona — 2, Gmeo/ky de pldso corporal + 0,5 my/Ky Sial, O
b 10 " L “ 41,6 noow
10 10 “ voomom oo+ 1,5 7 W
14 18 u S o ° + 3,8 0 oo
FRHEAL v 1o 10 « s 6« ow " + 2,0 " 5w
1f 19 " o oo “ + 2,3 " noow
1g 1D " L " 42,5 v
ih 10 “ * ¥ ¥ # " + 2,68 " i “
..... 1 10 4 “ " # w = W M t
la Lo Orauidactomis + 0,5 mg/Kg de plso corporal de Sial. I
1k 16 * + 1,0 ng/Kg de péso ocorporal " "
lo 10 n + 1,5 my/Kg de phso corporal *ooon
HACHOR v 14 10 u + 2,0 mg/Rg de paso corporal " "

) le 16 o + 2,7 masKyg de pisoe corporal 7 # ®
it 18 " + 2,4 mglffg de pdse corporal 0% ®
lg 10 " + 2,5 mgffa de pise corpoval "%
Lh i0 # + 2,6 mg/lg Qe péso corporal " ! "
la g ovariectomia 4 0, 5%q/Kg de piso corporal dm Sialotoing T
ik 10 " + 06,75 " " " o " i "

FrMEas | vy ic 10 . +3,0 ¢ “ oo " " Ny "
148 16 " + 1,300 LI “ " " n
Ta " 1.t " oo L " o

. : B I8 D SN s WA



2.2, Tratamenta-ﬁstatfstigg

Com a finalidade de obter-se a chamada dose le-
tal mediana (DLSO) das drogas administradas, 3 camundongos trata-
dos diferentemente, usou-se os nétodos de prdbitos$ 0 método permi
tiv caleulo dos probitos esperados, a partir dos probitos emplri-

cos, levando-se em conta o pésc de cada observagao (FINEY, 1064},

Para fins de cdlculo fol utilizada a formuia Y=
5+ 2.2 onde Y represepta o8 probitos., m a taxa de mortalidade
considerada e x a dose ew escala logaritimica e ¢ o desvio  pa-
drao da distribuicao. 0 wuso dos valores das doses em escala logari
timica, lineariza a curva de distribuicfo des frequénciss em torno
da mé€dia, de modo que, se as fregqueéncias de morte forem dadas £nm
termos de desvios mormais equivalentes ("t") ou na escala de probi
tos (5% + t), a curva de mortalidade poderd ser retificada de acor-

do com a equacao indicada.

Para o calculo dos probitos e obtengao das do-

ses de mortalidades deve-se fazer o seguinte:

1%) Transforme as doses usadas (m/kg de pesa em

logaritine decimals;



2%)

3%)

42)

~3 4

At:avés da formula Y= 5 + 221 gcha-se o

o
probito empirico ou pode se obter direta-

mente da tabela de probitos;

Determina-se uma equacao de regressio  com
o5 pontos x= log da dose e Y o probite es-
perado (Ye);

Para achar o Y esperado precisa-se determi
nar as estimativas dos pavametros da equa-

cao de regressao linear (A e B):

sx, Y, - (zx,)°
_ 1 1 ,._.._....}_..1 ............. -
A"'Y""E}{.e E‘:
o sx? - s(x)f
11

Ex = somatoria dos log das doses.

XLV somatdria dos probitos do logaritimo

da dose vezes o probito empirico.

ao guadrado.

Exfn somatdria dos logaritimos das doses



§y5: somatéria dos probitos empiricos.

59) Calcula-se a seguir a média dos probitos em

piricos:

Yr——i- faz-se o mesme com X (log da dose)

6°) Obtém-se entiio a equagdo ¥ = A + Bx onde x=

log da dose ¢ ¥ = probito esperado;

79} Para dete?minagﬁo da ULSO UsSa=-se A  equagao
Y= R + Bx, onde y = 5§
¥= A + B log,yX. onde X ¢ a porcentagem de
mortalidade observada.

Exemplo: 5= A + B Logy X

“10° .
E
2B 2 q0g X %= 10 P
B 10
893 x= dose que mata 50% da populacio.
Para valores negativos, foi somado 0,5 &  dose

para determinagao do logaritimo decimal.
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3, RESULTADOS

' 0s animais do Grupo I, constituide de femeas
rormails que receberam doses de Sialotoxina I nas concentragoes de
0,5 0,75, 1,05 1,35 1,4 ¢ 1.5 mg/kg de peso corporal, apresenta-
ram respectivamente, a taxa de mortalidade de 0, 20, 50, 70, 80 ¢

1004,

Pela anilise de probitos obteve-se uma equagao
de regressao para os probitos esperados de y= 3,37 + 8,56 10g1(

através do qual determinou-se a dose letal para 50% da populacao,

‘;“x‘ n
\ o+ - Y . N X
DLy g7 1,05 = 0,06 me/kg de peso corporal de Sialotoxina I quandoe

administrada em camungondes fémeas normais (Tabela e Grafico 1).

A anilise das atividades bicldgicas {(Quadro I)

demonstrou que ©$ animais, nos quails foram administrades doses de

Sialotexina I na concentracio de 0,5 mg/kg de péso corpoval, embo

ta a taxa de mortaiidade seja de 0%, notou-se reagoes de hiper
excitabilidade, apatia em 100% dos animais, festinagao em 30%

dos animais e polilria em 20% dos animais.

Verificou-se também, que a medida que aumenta-~

vam as concentragdes, 85 manifestagoes blologlicas sC

&
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agravavam, e j& na concentracdo de 1,4 e 1,5 mg/kg de.péso CoTpo-
ral, quase todos os animals revelaram manifestagSes suceptiveis
de: hiperexéitabilidade, apatia, festinagdo, hipotonia, piloere-~
¢ao, taquicardia, sudoraclo, cianose, midriase, exoftalmia, polil

ria, epistdtono da cauda, convulsdes, contraturas e morte.

TABELA 1

Femeas normails que receberam diferentes doses de Sialotoxina I

DOSE LOG,, DA TAXA DE PRGBITO PROBITO
ng/kg DOSE+0 | 5 MORTALIDADE EMPTRICO ESTERADO
0,50 0,00 0 . i
0,75 0,10 20 4,2 4,23
1,00 0,18 50 5.0 4,91
1,30 0,26 70 5,5 | 5,60
1,40 0,28 80 5.8 5,77
1,50 0,30 100 - -

Valores das doses (mg/kg de péso corporal), logaritimos das
doses, suas taxas de mortalidade e seus respectives probitos

empirico e esperado (DLSGm 1,05 T oL08).
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- QUADRG I:- Manifestagoes bioldgicas de camundongos

- femeas que receberam doses crescentes de

Sialotoxina I,

ATIVIDADES
BIOLLGICAS

10 10 10 110 10 10

HIPER-ZHACTTARILI a0 J 0 1 D l 0 1 O 1 0 1 0

APATIL |

10 10 10 (10 ¢ 101 10
10 10 10 10

FESTIZACED

(5
(¥ s

HIFPOTINIA

PILOEERCAD

10

TAQUTCARDTIA

10
| suporngEo 10
1 cranosg

10
10

oo ] oD el To [ O0

HIDRIASE e ENOFTALKIA

e A e e B e B

POLIORT A

EpISTEIOND DA CAUDA

bt jn Ui o ln

~J

10

CORVULETES & QITRATURAS

Fur S e SR B SO Fon T S sve O (L o I e o]
o S ISR Y ST 5 R O SO NS I SO I RS A
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[Sa BNy




Probito
6,0

":J,O" 3
4,8~ ;

i
4,6 ;
4, 4~ i
4,2+ ;
4,0 5

! : i ] 1 I ] ! ! 1 I !
0,06 0,08 0,10 0,12 0,14 0,16 0,18 0,20 0,22 0,24 0,26 0,28 0.30

log da dose + 0,5

1,14 1,20 1,25 1,31 1,38 1,44 1,51 1,58 1,65 1,73 1,81 1,90 1,99
dose - 0,5 (mg/kg de peso)

, + > " .
Dhpg= 1,05 - 0,06 mg/kg de péso corporal.

lagio zos logaritimos da dose, de camundon-
gos feémeas normals que reccberan diferentes

concentracoes de Sialotoxina I.
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Os resultados do Grupo 1T, formado de camundon
205 machos_normais, que receberam concentragoes crescentesde Sialotoxina
Lnas concentragoes de 0,50 1,05 1,00 .05 2,3, 3,05 3,3, 3.5
3.6 e 3,7 mg/kg de pEso corporal mostraram que somente a dose de
3,3 mg/kg de péso corporal apresentou indice de mortalidade de
10%, e para as doses subseguentes, notou-se, respectivamente, tg-

xa de mortalidade de 30, 60 e 100%.

Desse modo, as concentragdes de 0,5; 1.0: 1.5
2,0, 2.5 e 3,0 mg/kg de Sialotoxina I nio apresentaram nenhuma ta

¥xa de mortalidade.

A anilise de probitos demonstrou que a equacio

de regressao para os probitos esperados de Y= 12,58 + 31 .5x e que
. . . . +

a dose letal estimada de Sialotoxina I foi de 3.6 - 0,09 ng/kg

de péso corporal (Tabela e Grafico IIV.

Observando~se 05 resultados do Quadrb I, 0%
gquais demonstraram as manifestacdes bioldgicas, verificouwﬁe que
0s efeitos iniclaeis de hiperexcitabilidade e apatia apareceram a-
penas con a dose de 2.0 wmg/kg de péso corporal e que as demals ma
nifestacoes bioldgicas ordenadas somente surgivam na dose de
5.5 mg/kg de péso corporal e na dose de 3,7 mg além de chservar-se
todos os sintomas descritos para as atividades bicldgicas, notou~se

uma taxa de 100% de morvtaslidade.



P
TABELA TT

Machos normais que receberam doses crescentes de Sialotoxina 1.

DOSE LOG, , DA TAXA DE ~ PROBITO PROBITO
my/ kg DOSE MORTALIDADE(3)  EMPIRICO ESPERADO
3.0 0,48 0 . 3
3.3 0,52 ) 10 3,7 3.8
3,5 0.54 | 30 4,5 4.4
3.6 0,56 60 5.2 5,1
3,7 0,57 109 -

Valores das doses {mg/kg de péso corporal), logaritimos das

doses, suas taxas de morxtalidade e seus respectivos probi-

., - ¥
tos empirice e esperade {ULSOﬂ 3,6 - 0,09).
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machos que rveceberam doses crescentes

de Sialotoxina 1.

1,5 2‘,0 255 .‘330 353 3‘55 3’6 3’?
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3.6 f { i ¢ ; !
0,46 0248 0,50 0,52 0,54 0,56 0.58 0,60 log da dose

2.88 3,01 3,16 3,351 3,46 3,63 3,80 3,97 dose (mg/kg de poso)

DLyg= 5.6 X 0.09 mg/kg de péso

ricos em relacdo acs logaritimos
da dose, de camundongos machos
normais gue receberam diferentes

concentracdes de Sialotoxina I.
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Para os animais do Grupo III, camundongps ma-
Chos,previamente;t;aﬁados com horménio estradiol e Sialotoxina I
nas concentracgdes de 0,5 1,8; 1.3; 1,5; 1,7, 2,0, 2.3 e 2,5
mg/kg de peso corporal, verificou-se que a taxa inicial de 409 de
mortalidade apareceu na concentragdo de 1.3 mg/kyg de péso corpo-
ral ¢ que nas concentragoes subsequentes a taxa foi de 60, 70, 80,

90 e 100% de mortalidade.

A andlise de probitos spresentou uma equacio de
regressas para 05 probitos esperados de Y= 3,50 ¢« 6.9% e a dose
mediana letal (BLSUJ de Sialotoxina I, para camundongos machos  gue
receberam estradicel, fol de 1,45 M 0,11 mg/kg de p%so corporal

{Tabela e Grafice 111},

Quanto as manifestacoes das atividades biclﬂgi
cas, o Quadro IIT mostrou que as doses iniciais de 0,5 e l,ﬁimjkg
de péso corporal de Sialotoxina T apresentaram apenas ‘atividades
de liperexcitabilidade e apatia para todos ¢s animais, sem 0COT-
réncias de mortes.

Todavia, a partir das concent:agaes de 1,3 wg/
kg as manifestagoes foram crescentes a medida que se aumentavanm-
as doses, alcangando o grau de convulsoes, contraturas e morte na

dose de 2,5 mg/kg de peso corporal.

UNICEAWMS
PIOLIOTECA CENTR A
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TABELA IT1

Camundongos machos previamente tratados com hormdnio estradiocl e

que receberam doses crescentes de Sialotoxina I.

DOSE LOG,, DA TAXA DB PROBITO PROBITO
mg/kg DOSE MORTALTDADE (%) EMP TRI CO ESPERADO
1,0 0,00 0 - -
1,3 0,11 40 4,8 | 4.7
1,5 0,18 60 5,2 5.1
1,7 0,23 70 5,5 5,5
2,0 0,30 80 5,8 6,0
2,3 0,36 90 6,3 6,4
2,5 0,40 100 - -

Valoves das doses (mg/kg de péso corporal), logaritimes das do

5e5, suas taxas de mortalidesde e seus respectivos prebitos em-

g *

pirico e esperado (DLcg= 1,45 - 0,11).
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CQUADRO TI1:- Manifestagoes biolGgicas de camundon-
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5,4+

G.2 -

6,0

H ¥ T i I 1 T 1 1 1 1

0,08 610 0,12 6,14 0,16 0,18 0,20 0,22 0,24 0,26 0,28 0.30 0,32 0,34 0,36 0,38
log da dose

1,20 1.25 1,31 1,38 1.44 1,51 1,58 1,65 1,73 1,81 1,90 1.99 2,08 2,18 2.20 2,39
dose (mg/kg de peso) - 0,5
.

BLSI = 1,45 = 0,11 mg/ke de péso

0

GREFICO 111:- Fungao Linear dos probitos empiricos em relagao aos lo
garitimos da dose, de camundongos machos, que foram
previamente tratados com hormonic estradiol ¢ que Tece

beram diferentes concentragoes de Sialotoxina 1.
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Os resultados do Grupo iV, camundongos fémegys,
prwviamente;t:atadas com horménios testosterona e que receberam
Sialotoxina 1 nas doses de 0,5: L0 1,55 1,85 2,05 2,3, 2.5, 2.8 ¢ 3,0
mg/kg de peso corporal, apresentaram uma taxa de mbrtalidade de 10% somen-
te a partir da concentracao de 1,8 mg/kg de péso. As doses subse
gquentes de Sialotoxina T mostraram uﬂa mortalidade, respectiva-

“mente, de 20, 50, 60, 80 e 1004.

Por outro iada, a anilise de probitos demens
trou uma equagao de regressao para os probitos esperados de Y
1,46 + 10x e a dose mediana letal {DLSO] de Sialotoxina I, para
camundongos femeas que receberam previamente testosterona, foi

de 2,26 : 0,10 mg/kg de peso corporal (Tahela e Grafice IV).

Com relacao as atividades bioldgicas., ¢ Qua-
dro 1V demonstrou que as concentracles de 0,5 g nao  gpresentaran
sintomas e que a dose de 1,5 mg de Sialotoxina I apareceram so-

mente mawgifestacoes de hiperexcitabilidade e apatia.

Todavia, a partir da dose de 2,3 .mg notou-se,
além da taxa de 50% de mortalidade, sintomas de hiperexcitabili-
dade, apatia, festipacao, hipotenia, piloeregéo, taquicardia, su
doragao, cianose, midriase, exoftalmia, poliﬁria, epistotono da

cauda, convulsdes e confraturas.

Verificou-se gue a medida que as doses foram
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~aumentando, tanto as atividades bioldgicas quante o nlmero de mortes dos ani
mais eram mais acentuados, alcanc¢ande o grau maximo na concentra-

¢ao de 3,0 mg/kg de péso corporal e 100% de mortalidade.

Camundongos fémeas, previamente tratadas com hormdnio Testostero-

na e que veceberam doses crescentes de Sialotoxina I.

DOSE LOG,, DA TAXA DE PROBITO | PROBITO
mil kg DOSE .. MORTALIDADE (%) EMPIRICO ESPERADO
1,5 0,18 0 . B
1,8 0,26 10 | 3.7 4,1
2,0 0,30 30 4,5' 4.5
2,3 0,36 50 5.0 5.1
2,5 0,40 60 5,2 5.5
2,8 0,45 80 5,9 6.0

3,0 0,48 . 100 4,86 5,04

e - )
Valores das doses {(mg/kg de peso corporal}, logaritimos das do

ses, suas taxas de mortalidade e seus respectivoes probitos em-

pirico e esperado (Dl ,= 2,26 Zp,10).
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.D}:JS{}“ 2’26

RARICD IV~

T i i S i ¥ i f i
0,28 0,30 0,32 0,34 0,36 0,38 0,40 0,42 0,44 0,46

log da dose
1,90 1,89 2,08 2,18 2,29 2,39 2,51 2,63 2,75 2,88
' dose (mg/kg de peéso

0.10 mg/kg de peso

Funcio Linear dos probitos empiricos em TE
lacido ao0s logaritimos da dose, de camundon

gos fémeas que foram previamente tratadas

com horménio testosterona e receberam dife

rentes concentracoes de Sialotoxina I.
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Os animais do Grupo V, camundongos machos sub-
metidos. previamente, a orquidectomia e que durante ovpe}fodo expe-
rimental receberam doses crescentes de Sialotoxina I nas concen-
tragoes de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0, 2,2; 2,4; 2,5 e 2,6 mg/kg de péso
corporal, apreéentaram taxa de mortalidade de 30% somente a par-
tir da dose de 2,2 mg/kg de péso e as doses subsecquentes uma taxa

respectivamente, de 60, 80 e 100% (Tabela V).

Quanto a analtise de probitos, para obter-se o
ﬁrobjto esperado, obteve-se a equagido de regressac Y= 2,54 + 21,7x
indicando que cada unidade de aumento do logaritimo da dose causa
va um aumento no prqbito esperado de 21,7 vezes ¢ a DL, de Sialo

toxina T, foi de 2,32 % 0,06 mg/kg de péso corporal (Grafico V).

Notou-se, portanto, que as concentragoes de
0.5: 1,0, 1,5 ¢ 2,0 mg de Sialotoxina I nao apresentaram nenhuma
taxa de mortalidade, apenas manifestagGes de hipe?excitabili&ade
e apatia. Observou-se (Quadro V) que nas demais doses, alénm das
duas aﬁividades hiolBgicas mencionadas, os sintomas de festina~
¢%o, hipotonia, piloeregdo, taquicardia, sudoragao, cianose, mi-
driase, exoftalmia, polifiria, epistdtono, convulsoces, contraturas
¢ mortes estavam presentes, atingindo o grau_mﬁximo na dose de

2.6 mg/kg de péso e a taxs de 100% de mortalidade.
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- TABELA V

Camundongos machos submetidos a orquidectomia e que receberam do-

5% crescentes de Sialotoxina 1.

BOSE LOG10 DA TAXA DE PROBITO PROBITO

mg/ kg ~ DOSE MORTALIDADE (3) EMPIRICO ~ ESPERADO
2,0 0,30 0 - -
2,2 0,34 30 4,5 4,4
2,4 0,38 60 5',2 5.3
2,5 0,40 80 5.8 5.7
2,6 0,41 100 - -

Valores das doses (mg/kg de pEso corporal), logaritimos das do

ses, suas taxas de mortalidade e seus respectivos problitos em-

- H F .
; : . = 7 = :
pirico e esperado (DLSG 2,32 0,06},
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gos machos orquidectomizados, que re-
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Sialeotoxinag 1.

QUADRD V:- Manifestacles bioldgicas de camunden-
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Probito
6,0 -

5,8

4,6~

4,4

2,8 T i 7 ; [ i 7 1
0,30 0,32 0,34'0336'0338 0,40 0,42 0,44 0,46 log da dose
1,99 2,08 2,18 2,28 7,54 2?51 2.63 2,75 2,88 dose (mg/kg de péSO}

4

DLg o= 2.32 % 0,06 mg/kg de peso

CRATICO V:- Fungdio Linear dos probitos empiricos em
relacido aos logaritimos da dose de ca-
mundongos machos orguidectomizados que

receberam diferentes concentragdes de

Sialotoxina I.
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Os animals do Grupo VI, camundongos fémeas sub
metidos, previamente, & ovariectomia e que durante a fase experimen
tal receberam doses de Sialotoxina I, nas concentragoes de 0.,5;
0,755 1,05 1,3; 1,4 e 1,5 mg/kg de péso corporal,  apresentaram,

respectivamente, taxa de mortalidade de O, 30, 50, 80, 90 e 100

LS

(Tabela VI).

A analise de probites, que.determinou a egua-
gao de regressac para 0s probitos esperados Y= 3,12 + 11,3x signi
ficando que cada unidade de aumento do logaritimo da dose causava
un aumento no probito esperado de 11, 3 vezes e a dose _ letal
(ﬁLSO} de Sialotoxina I para os camundongos fémeas,previamente,Ow

variectomizadas foi de 0,97 = 0,07 wg/kg de peso corporal (Grafi-

co VI).
Com relagao as atividades bioldgicas, a anali-
se do Quadroc VI, notou-se que houve um aumento de sensibilidade

e que na concentracgac de 0,75 mg/kg de péso corporal de Sialotoxi
na j& aparecem sintomas de hiperexcitabilidade, apatia, festina-
cao, hipotonia, pileerec¢io, taguicardia,. sudoragdo, cianose, ni-
driase, exoftalmia ¢ poliQria em percentual significativo de ani-
mais e que nas doses subsequentes o complemento do quadro de mani

festagdes fol crescente tanto nas atividades bioldgicas gquanto na

taxa de mortalidade.
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" TABELA VI

Camundongos femeas ovariectomizadas que receberam concentracdes

doses de Sialotoxina 1.

DOSE LOG, DA TAXA DE PROBITO PROBITO
mg/kg DOSE+0, 5 MORTALIDADE (%) EMPTRICO  ESPERADO
0,50 0,00 ; 0 - -
0,75 0,10 30 4,5 4,2
1,00 0,18. 50 5,0 5,2
1,30 0,26 80 5.8 6.1
1,40 0,28 90 6,3 6,3
1,50 0,30 100 -

Valores das doses (mg/kg de péso corporal}, loga:ftimos das do

ses, suas taxas de mortalidade ¢ seus respectivoes probitos em-

- . o " +
pirico e esperado (_DLS_O 0,57 0.07).
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¢bes bioidgicas de camundon
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Probitoe
6,6

5,6

“
4.2 T { ; { i ; { I T { i 1 {

0,00 0,08 0,10 0,12 0,14 6,16 0,18 0.20 0.22 0.24 0.26 0.23 0.30 0.52
' log da dose + 0.5

1,14 1,20 1,25 1,31 1,38 1,4% 1,53 1,58 1,65 1,73 1.81 1.90 1.89 2.08
' dose {mg/kg de peso) - 0.5

e + g - s
DLSDt 0,87 - 0,07 mg/kg de peso

GRAFICO VI:- Funcio Linear dos probitos empiricos em relacio

aos Jogaritimos da dose, de camundongos fomeas

ovariectomizadas gue receberam diferentes con-

centragoes de Sialotoxina 1.
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4, DISCUSSAQ

Ao analisar os :eéultados referentes aos efel-
tos da Sialotpxina i verifica-se que, efetivamente, trata-se de
uma substdancia que provoca tanto em camundongos machos, quanto em
femeas, inlmeras manifestacdes biologicas, culminando com o efeito
toxico mais drdstico que é a mortalidade dos animais utilizados
neste trabalho.

Assim sendo, além.das observagées' farmacoldgi
Cas, pfccurouwSe,através da anélisé de probitos, determinar a dose
letal qméathﬁisyaaamna&z da populagao (DL§01 em camundongos fe~
meas normais, machos normais, machos que receberam,previamente,eSw
tradiol, fémeas que receheram previament@,testasteronaf machos cas

trados e femeas ovariectomizados.

Para tanto, fol necessario determinar-se primel

ro a dose que provocasse 100% de mortalidade e em seguida ©oTdi-
winui-la até gue a taxa de mortalidade apresentada seja igual a
0%.

0 que pode ser facilmente observado € que os re

sultados referentes aos valores do Grupo I, mosiram que as fémeas
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normais que receberam Sialotoxina I, apresentam uma DL de

50
1,05 I 0,06 mg/kg de péso corporal, enquanto que os camundongos:
machos também normais, ou seja, sem nenhuma intervenglo  cirfrgi
ca, revelam uma DLSB de 3,60 z 0,09 mg/kg de péso, 0 que represen
ta uma sensibilidade de ﬂLSB%Immmnj guando comparados Com as fe-

Meas.

Po visto, pode-se depreender que as feémeas nor
mals necessitam, para alcancar a DLSGs-de uma dose de Sialotexina
I bem menor que a do macho, mostrando wma grande variacic de sen-

sibilidade entre ambos, sendo a sensibilidade inversamente propor

cional a dose,

fisse fato, poderia ser explicado pela especula
¢ao de que os camundongos machos adultos, durante a sua fase de
desenvolvimentoe e crescimento tenham sido exposto ao fator t6xico
letal em doses fisiclldgicas, e porisso, possivelmente, tenham atin
gido um certo grau de tolerénciﬁ ou imunidade. ¥sses dados, éncog
tram suporte pelas observagfes das manifestacoes biolSgicas e pe-
la andlise da inclinag3o da equagao linear dos probitos dos  gru-
pos I e 11 (Gréficos T e 11} e pela concentracho de Sialotoxina 1 que
induz a 100% de mortalidade, onde & necessﬁrio administrar-se uma
dose de 147% mais concentrada no macho gue na fémea normal , -TeS"

pectivaomente, 3,7 mg/kg para o mache e 1,5 mg/kg de péso corporal
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para a fcémea.

Quanto as manifestagoes bioldgicas énalisadas
entre o5 grupos I e IJ verifica-se também a maior tolerancia dos
machos, onde as primeiras manifestac¢fes que surgem como, hiperex
citabilidade e apatia, aparecem nos machos numa concentracio de
2,0 mg/kg de péso (Quadro IT) enquanto que as fémeas j4 apresen-
tam esses cfeitos, somados com a hipotonia e polidria j& na con-

centracao de 0,5 mg/kg de péso corporal (Quadro I).

0 aparecimento das outras manifestagoOes € di-
retamente proporcional &s doses, atinginde o miximo das manifes-
tagoes como hiperexcitabilidade, apatia, festinacao, hipotonia ,
piloerecac, taquicardia, sudorag@o, cianose, medriase com exof-
talmia, polilria, epistdtomo da cauda, convulsdes com contratu-
ras e 100% de mortalidade na ;oncentragéo de 147% maior para 0

macho do que para a femea.

Outro fator que poderia explicar a maior re-
sisténcia dos camundongos machos seria a comprovagao de que as
glandulas submandibulares desses animais apresentam granulos se

cretdrios dos ductos granulosos duas vezes e meiag maior que das

femess (JUNQUEIRA et alii, 1949}).

Dados da literaturs demonstram que os ductos

granulosos das glandulas submandibulares representam uma rica
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fonte produtora de diferentes p;otefnas biologicamente ativas
(EXFORS ei alii, 1967 e EKFORS et alii 19?Za,b; COHEN, 1960, 1962;
e 19?2; SCHENKEIN, 1869, 1874 e 1977, MAYNER § ACKERMAN, 1963;
ATTARDI et alii, 1965 ¢ ATTARDI & SCHESINGER, 1967: ADLER &
NARBAITZ, 1965, JONES, 1966 ¢ JONES § ASHWQOD-SMITH, 1970¢: HOPPMAN
ef alii, 19765 GRESIK § BARKA, 1977 e 1978; HUTSON; BVANS: FOWLER,
1979, SMITH et alii, 1979; MURAKAMI; TANIGUCHI; BABA, 1982 e
PHILLIP, SMITH, PATEL, 1684). Todas as enzimas ou fatores de CYES

cimentos descritos pelos pesquisadores citados, sio mais eviden

tes no macho que nas fémeas ¢ isso se deve ao fato de serem andrg
genos.dependentes (ANGELETTI & ANGELETTI, 1967 e ANGELETTI §

BRADSHAW, 1971 BYYNY et aldii, 1974).

0 parenguima da glandula submandibular de ca-
mundongos apresentam dimorfismo sexual caracterizado pela predo-

minancia dos ductos granulosos nas glandulas dos animais machos.

Intmeras evi&énciés demonstraram que esse dimor-
fismo estd vinculado, principalmente, a0s hormonios androgénicos
(PASQUINI et aiii‘ 1974, SCHWAB et alii, 1976; GRESIK § BARKA,
1877}, e que os tubulos granulosos das glandulas submandibulares
estdo sob influéncia hormonal, particularmenté dos hormonios se-

xuais masculinos (BOYKO § ZEBROWSKI, 1972).

Desse modo, tem sido sugerido que 0s componen-
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tes toxicos das glandulas submandibulares de camundongos wmachos
sao também localizados nos ductos granulosos e sua secregao jun-
to a saliva‘g feita de maneira semelhante aos fatoves de cresci-
mento e enzimas proteoliticos (HATAKEYAMA et al, 1980).

Com o objetive de estabelecer algumas even
tuais relacoes hormonais e as agﬁes'da Sialotoxina I, foram admi
nistradas tambgm diferentes concentragoes dessa substanciz em
animais machos que receberam estradiol numa concentragao de 2,0
mg/kg de peso corporal durante 10 dias (Grupo IIX) LIN § HOSHINC,

1971) e camundongoes femeas que receberam testosterona na me sma

concentragido durante o mesmo periodo.

A anatise dos resultados revela que a agac do
estradiol ne macho foil a de ampentar sua sensibilidade a Sialoto
xina I, pois a DLSO para ¢ macho normal que era de 35,60 : ¢,05
mg passou para 1,45 * 0,11 para ©os animais machos que receberanm

estradiocl, o gue representa uma sensibilidade de 248% menor {(Gra

fico II1).

© Quanto aos animais do Grupo IV, fémeas previa
mente tratados com testostevona e que receberam Sialotoxina I,
shserva-se, nitidamente, a-participagaa da test@sterona em dimi-~
puir a sensibilidade desses animais (Grafico IV]. Isso ¢ notado

pela comparacdo dos resultados entre o Grupo I e Grupd IV, onde
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tanto a DL ., quanto a taxa que atinge 100% de mortalidade,  que
mastram valores respectivamente, de 1,05 4 0,06 ¢ 1,56 mg/kg pars
+

0 Grupo I e DL.y de 2,26 - 0,10 e dose de 3,0 mg/kg de péso CoTpo

ral para 100% de mortalidade para os animais do Grupo IV.

Portanto, as fémeas gue receberam testosteronsa
passaram a ter um sumento de resistencia 4 Sialotoxina I «e :115%

para a Db e 100% para a taxa de mortalidade.

Outros aspectos interessantes, quanto a parti-
cipagao do estradiol no Grupo Il e de testosterona no Grupo 1v
podem ser caracterizados pelas manifestacoes bioldgicas (Quadros
11T ¢ IV). Observa-se que os animais do Grupo II!, ja ma concen-
tragdo de 0,5 mg/xe de pé€so, apresentavam hiperexcitabilidade &
apatia (Quadro ITI), fatos esses revelados nos camundongos machos
normais somente com a dose ue.E,O mg/kg, ou seja 0s animais mév
chos previamente tratados com estradiol passaram a apresentar um

comportamento semelhante 505 animais fEmeas normais (Crafico 1).

Por cutro lado, as feémeas tratadas com testos-
terona revelaram que as concentragdes de 0,5 e 1,0 mg nac apresen
taram sintomas ou manifestacdes bioldgicas, surgindo hiperexcita-
bilidade e apatia somente a partir da concentragao de 1,5 mg/kg
de péso corporal (Quadyo IV), mostrando. assim um aumento na su3

resisténcia.
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BURGUS et alii [19?2) desc;everam a sequéncia
de aminoécides de um peptidec com a étividade de liberar o fator
liberador dos hormbnios luteinizantes ¢ folZfculos estimulantes .
Ainda nao estd bem esclarecido se este peptideo § o tnico fator
de liberacaso parg ambos hormonios gonadotrdpicos ou se ambos fatores se-
féo_isolados¥ Teoricamente, as concentracdes de esteroides as
quais estac expostas as células hipofisarias, secretoras de LH

¢ FSH, poderiam determinar sua respectiva sensibilidade a um Uni

co fator libervador de LM ou de FSH.

Una possivel explicagdo para participagdo do
estradiol seria a de nibir, atrav@s de retroalimentacgaoc de alga
longa, o hipotalamo na liberagio de fatores liberadores do hormd
nio luteinizante (LRF), qﬁe por sua vez limitaria a secregio do
hormbnio luteanizante pela bipdfise, diminuindo o nivel  sérico
desse hormonio, consequentemente diminuindo sua acdo de transfor
mar e estimular os fibrobtastos gas céiulas de LEYDIG em celulas
Secretorag de testosterona (GARNIER et alii, 1874; JAYTEPPERMAN,
1977, GENDREL et alii, 1980).

Além dissao, deve-se levar também en considera
¢80 a agdo dirveta dos estrogénios, no qual o estradiol € o para-
digma do grupo de"esteroides, aos quais corresponde o modelo . de

receptor mével. Assim, hi muite tempo, com base nas evidéncias
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anatomicas e histoldgicas, sabe-se que os estrogenios estimulam
seletivamente a sintese proteica em drgio alvo. promovendo aumen-
to de RNA, proteinas e DNA em tecidos estimulados  por estrbge-

105,

KARLSON {1963} verificou que 0S5 CTOmMOSSOMOS g1
gantes, existentes nas c€lulas aa gl3ndula salivar das larvas de
certos 1nsetos, mostravam~se entumescidos apos injegao de pegue-

nas quantidades de um hormonio esteroide, a ecdisona.

BALDI & CHARREAU (1972) demonstraram que as
glandulas submandibulares de Tatos apresentam enzimas  TeSPONSA-

vels pela converszo da testosterona.

Qutros autores, tem procurado demonstrar, a
presenca da testosterona salivar, determinando a sua CONCentracao
{LANDMAN et alii, 1976) é a sua correlagao inversa com o fiuido
do fluxo de Pardtida (XATZ § SHANNON, 1968} que pode alterar a
concentracdo da mesma, ou seja quanto mals flufds for a saliva, me
nor seria a concentracio da testosterona salivar, tornando-se di-
ficil uma avaliagao exata.da sua concentracio devido as altera-
goes ciﬁcddianas,

Recentemente, CHO et aliil {1985} QGSCﬁevéram
que o aumento transitério dos testiculos e a sua correlagao - com

~a testosterona salivay, em weninos, se deve ao fato dos testicu-



-70-

los representarem 2 principal origem dos andrdgenos. A ocorréncia
de um curto e vielento crescimento e o aumento ripido da testoste
rona salivar demonstram a estreita relaglo entre o crescimento da

altura do corpo e a testosterona em garotos.

No que concerne dos efeitos da Sialotoxina I em
machos castrados {Brupo V) observa-se que a auséncia dos testicu-
los, maior fonte geradora da testosterona, promove maior sensibi-

lidade, apresentando uma DL ae 2,52'j 0,06 mg/kg de peso corpo-

50
ral, gue corresponde a uma concentragao de 35,59 menor que a do

macho normal.

Da mesma forma, atingiu-se uma taxa de 1009
de mortalidade com uma concentracao de 27,9% menor que oS animais

do Grupo II.

Quanto as manifestacoes biolGgicas {Quadro f}
verifica-se que o0s machos orquidectomizados na concentragao de
0,5-mg/kg_de péso 34 apresentaram os sintomas de hiperexcatabila-
dade e apatia, caracteristicas semelhantes as fémeas normais, en-
quanto que o0 mesmo comportamento nos machos normais $sG apareceranm

na concentracdo de 2.0 mg/kg de péso.
Os animais do Grupo V nao atingiram 0SS MESMOS

indices da DL das fémeas normais, possivelmente devido a peque-

50
na taxa de andrdgeno remanescente produzido pelas células da zona
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reticular da cortex da supra renal, ou ainda pela agao imunoldgi
ca restante de sua fase de desenvolvimento antes da castragao,

aue teria assim uma a¢d0 protetora.

Essas afirmativas, encontram suporte nas obser
vacoes de ANGELETTI § BRADSHAW. (1971) e BYYNY et alii, {(1974) on
de verificaram que as enzimas e fatores de crescimento sao mais

evidentes nos machos devido a sua inducho por anarégenos.

Ainda deve ser lembrado o fato da castracio,
que ap6és 30 dias, além de promover uma excepcional queda na tes~
tosterona circulante, leva a uma subsequente atrofia dos ductos

granulosos, fonte produtora de inlmeros fatores biologicamente a

tivos {TAMES; FAVA DE MORAES ; DOINE, 1985).

Recentemente , BLIDLINGMAIER et alii, {1883
MULLER § SKAKKEBAEK, {1984) & CHO et alii, (1985) trabalhando em
criancgas recém;nascidos e na fase puberal,_&emonst?aram uma cor-
relacao entre a parficipagﬁa dos testiculos e a producio de tes-~
tosterona salivar. Com as alteragdes dos ductos granulosos em a-
ﬁimaiﬁ castrados seria interessante associar até que ponto as
alteragoes de uma moduiagao histo-funcional poderia ter ~efelro

nas variagoes da sensibilidade d Sialotoxina I.

‘Assim, © aumento da suceptibilidade 3 Sialbtg

- xina I em camundongos machos ¢astrados, em COMparagao com OS5 ma-
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chos normais, reafirmsm as evidéncias de tratar-se de um peptideo

andrdgeno dependente.

Bssas observacdes recebem forte apoioc ao anaii
sar-se os dados dos animais pertencentes ao Grupo VI, fémeas ova-
riectomizadas, cuja DLy foi de 0,97 = 0,07 mg/kg de péso corpo-
Tal com uma conaeﬁtraggo de 1,50 mg/kg de p€so para atingir-se a
taxa de 100% de mortalidade {Tabela VI, Quadro e Grafico VI), da-
dos e comportamentos bioldgicos semethantes as fémeas normals que

regeberan Sialotoxina I.

‘0 presente estudo confirma agdo letal de  um
peptideo produzido pelas glandulas submandibulares de camundon -
gos machos (Sialotoxina I}, cuja DLSD g taxa de 100% de mortalida
de sdo varidveis com o sexo, com os niveis hormonais de estradiol
e testosteronag mostrandé navér uma inte:agéo entre os efeitos bi

oidgicos e o3 referides hormonics.

Esses :esultados 580 concordantes com adqueles

encontrados por HOSHINO & LIN (1968 e 1968} gquando descreveram O
efeito letal das glandulas submandibulares tfanspLantadas em ca-
“mundongos-hospedeiros; bem como as assertivas de LIN & HOSHINO
(1969a,b) que mostraram, através de isoenxertos de giandulas sub-

mandibulares em camundongos, gue o fator letal & testosterona de-

pendente.
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As'obserVagGes verificadas no presente traba-
1ho coincidem também com &quelas citadas por LIUZZI § ANGELETTI
(1968) on&e demonstraram que 0 extrato de glandulas submandibula
res de camundongos adultos contém proteinas bisicas com  efeito
t6xico mais acentuado nas femeas, embora os efeitos da Sialotoxi

na I tenham reveiado uma toxidade de 30 vezes maior,

'Quaﬁto é DLSU encontrada para a Sialotoxina I
em todos 08 grupoes experimentals demonstrou ter'agées mais po-
tentes, portanto necessitando de concentragﬁo mMenores que  aque-
las encontradas por HIRAMATSU,; HATAKEYAMA; MINAMI (1980) e
HAT&KEYAM&; HIRAMATSU ; MINAMI (1981} quando determinaram a dose
letal de uma enzima semelhante a calicreina encontrada na saliva
de glandulas Submandibulares de camundongos induzida por fenile-

frina ¢ controlada por receptores alfa adreneérgicos.

Do exposto depreende-se que ha necessidade de
‘uma melhor caracterizacgio bioquimica desses peptideos, determi-
nagao da DLSG das Sialotoxinas 11, III e IV, o que faciilitara o

esclarecimento do seu modo de agao bem como suas reais fung¢oes

fisioldgicas.
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CONCLUSOES

As condicoes experimentais utilizadas, a ani-

lise e a discussao dos resultados substanciados neste estudo, sub

sidiam as seguintes conclusdes:

i -~

A Sialetoxina I promove, efetivamente, a morte de camundon

gos machos ¢ fémeas:

Existe diferenga na DLy da Sialotoxina I, entre camundon~
gos machos e fémeas normais, sendo as fémeas muito mais sen-
siveis que os machos, cuja DLSQ'é respectivamente de 1,05 «
0,06 mg/kg de peso para as fémeas e de 3,6 + 0,08 mg/kg de

peso, para os machos;

A administracao de estradiol nos camundongos machos aumen-

ta a sua sensibilidade & Sialatoxina I, mostrando uma DLGG

significantemente menor que a dos machos normais, DL50 =

1,45 iIO,ll mg/kg de peso cdrporal;

a

A testosterona protege, parcialmente, as fémeas, diminuindo a
sua sensibilidade, indicando, portanto, uma DL, significan-
temente maior que as fémeas normais, DLSQ = 2,26 + 0,10 mg/

kg de peso corporal,



AT

5 - 0s camundongos machos castrados apresentam maior sensibilida
de @ Sialotoxina I, com uma DLgy, significantemente,  menor
que a ‘dos machos, DL *

= 2,32 0,06 mg/kg de peso corporal,

Y
6 - Entre femeas ovariectomizadas e femeas normais nac ocorren
diferengas significantes, tanto nas manifestac¢les bioldgicas,
guando na DLSO cujo valoer @ DLSO = 0,97 + 0,07 mg/kg de peso

corpaoral.
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7. RESUHO

O presente trabalho fol realizado com o objefi
vo de determinar-se, através da anadlise de probitos, a DLSO da
Sialotoxina 1 enaVaiiar as suas eventuals manitestacoes bioldgi-
cas em camundongos fémeas normais, machos normals, machos com ad-
ministracgao de estradiol, fémeas com administragao de testostero~

na, machos castrados e femeas ovariectomizadas.

Foram utilizados 470 camundongos (Mus Musculus

“albinus), sendo 260 machos ¢ 210 fémeas, com 30 a 45 dias de 1da-

de, pesando entre 25 e 35 gramas no inicio do experimento.

Os animais foram distrivuidos, casualmente, da

seguinte forma:

GRUPO I - Fémeas Normais - constituido de 60

animais, redistribuidos em 6 subgrupos de 10 camundongos cada, nos
quais foram administrados Sialotoxina I, via IP nas concentragoes

de:'O;S; 0,75, 1,0: 1,%, 1.4 e 1,5 mg/kg de peso corporal,

CGRUPO 11 «~ Machos Normais - formada por 100

machos, redistribuidos em 10 subgrupoes de 10 camundongos. Cada”
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subgrupo reccbeu, via IP, Sialotoxina I nas concentragoes: 0,5
1,05 1,55 2,05 2,55 3,05 3,5; 3,6 ¢ 3,7 wg/kg de péso, respecti-

vamente.

GRUPO TIII -~ Machos =+ Estradiol +__Sialotoxina
I - formado por 80 camuhdongos machdst.redistribuidos em 8 sub-
grupos de 10 animais cada. Esses animais receberam hormonio es~
tradiol, via IP, na concentracgao de 2.0 mg/kg de pe€so diariamen-
te, c¢urante 10 dias. Em seguida fol administrado, pela mesma vig
Sialotoxina ¥ nas concentragoes de: 0,5; 1,0; 1,3: 1,5; 1,7; 2,0;

2.3 ¢ 2,5 mg/kg de peso corporal.

GRUPO IV - Feémeas + Testosterona + Sialotoxi-

na I - composto por 90 camundongos feémeas, redistribufdos em 9
subgrupos de 10 camundongos cada. Bsses animais receberam, previ
amente, tratamento com hormonioc testosterona, via IP na concen-
tragéo de 2,0 mg/kg de pEsq, durante 10 aias. A seguir foi admi-
nistrado Sialotoxina I nas concenfragﬁes de; 0,5; 1,0; 1,5, 1.8;

2,05 2,3, 2.5; 2,8 e 3,0 mg/kg de péso corporal.

GRUPO V -~ Machos Orquidectomizados + Sialoto-

xina I - constituido de 80 machos, redistribuidos em 8 subgrupos

iguals, os quais foram submetidos 3 castragao, Apos um pos-opera
tdrio de 30 dias administrou-se concentragoes de Sialetoxina I:

0,5; 1,0y 1,5; 2,0; 2,2: 2,4; 2,5 e 2,6 mg/kg de peso corporal.
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GRUPO VI -~ Fémeas Ovariectomizadas + Sialotoxi

na I -~ composto de 60 f@méas, redistribuidos em 6 subgrupos i~
guais, os quais foram submetidos 3 retirada dos ové:ios. ApGs 30
dias da cirurgia, os animazs receberam, via IP, Sialotoxina I nas
concentragoes de: 0,5; 0,75; 1,0; 1,3; 1.4 ¢ 1,5 mg/kgﬁée péso

corporal.

A andlise dos efeitos da Sialotoxina I quanto
as alteracoes biolOgicas e a determinacdo da taxa de mortalidade

foram feitas, baseadas no periocdo de 24.0 horas.

"Nas condigdes experimentais utilizadas com a
metodologlia empregada, concluiu-se que o peptideo produzido pelag
glandulas submandibulares de camundongos machos, separado por
gel de acrilamida, denominado Sialotoxina I promove, efetivamentg
a morte de camundongos machos, e fémeas. Existem diferencas de
reagoOes biologicas e na DLp, da Sialotoxima I, entre machos e fé-

meas normais, mostrande ser as fémeas multo mais sensiveis que os
machos,

A administracaoc de . estradiol nos . camundongos
machos auments a sua sensibilidade 3 Sialotoxina T, revelando
Uma DLSD significantemente menor que a dos machos normais.

A testosterona protege, parcialmente, &8s fe-

meas, diminuindo a sua sensibilicade, indicanco uma DLSO,Slgnlfi—
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cantemente maior que as fémeas noymais e chegando aos niveis dos
machos castrados, oferecendo o suporte de que a Sialotoxina T &

também andrbgeno-dependente,

0s camundongos machos castrados apresentam mai
ot sensibilidade 3 Sialotoxina I, com uma DLy significantemente,

menor que a dos machos normais.

As femeas ovariectomizadas apresentam, tanto a

DL quanto as manifestacOcs bicldgicas semelhantes #s das fe-

507

meas normais,



