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1. INTRORUCAO

1.1, §landulas Salivares o Sous Fatores Ativos

Sao inGmeras as pesguisas gque tém demonstrado
a importancia das glandulas salivares, no que diz vrespeito
a suas atividades exberinas ou endGerinas, como tambén a
participagdo destas na atividade metab&lica de diversos 6z
gaos. Como exemplo tewm-se demonstrade a interrelacao entre
as gldndulas salivares o pdncreas, e o metabolismo de carbo

idratos.

Assim, trabalhos como os de TARKIZAWA{(19%4) e
OGATA{1955) enfatizaram gue a ausi8ncia das glandulas pardti
das e submandibulares induzia a hiperplasia das células be-
ta pancreiticas, relacionando essas gléndulas com ¢ metabo-

lismo glicidico.

OGATA et alii{l%44 e 1945) e ITO(195%4) nota-
ram que ocorria crescimento de tecidos duros e, concomitan—
te, diminulicac de caleio circulante, guando se injetava fra
gbes de glandulas pardtidas bovinas em coelhos; a partir de
uma destas fragdes fol obtlda uma substdncia proteica que

rocebeu o nome de "Parotin™.

ITO{1960) conferiu ao Parotin fungdes impor-
tantes comge a de estimular a @ralifaragﬁa de cartilagens,
promover o desenvolvimento de fibras elisticas e tecido con

juntivo, estimular o sistema reticulo endotelial e os or-
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gaos hematopoéticos.

Paralelamente a esses estudoy, sio citados Oor
HILL{1955) o fator hiperglicemiante das glandulas pardtidas
bovinas, por HALMOS e SOMOGYI{1962) o sinergismo pancreas/
glandulas salivares gque mostriou que na hipofuncio das  i-
ihotas de Langerhans B ocorria uma hipertrofia

glandular compensatoria.

COHEN{1960) isolou, das glidndulas submandibu-
lares de camundongos, um fator dé cregeimento nervoso (NGF),
que estimula o crescimento e a diferenciagdo de células ner-—
vosas sensitivas e simpdticas. Esse mesmo autor, em 1962, i-
solou das glandulas submandibulares de ratos, um polipepti-

deo, fator de crescimento epidermal {EGF), que acelera a e-

rupgao dos dncisivos de ratos recém~nascidos.

Essa deéaebarta marcol época na histdria dag
glandulas salivares, chamando a atenclo de numerosos estudio
s0%, de forma que em poucas décadas, nultos outros fatores
foram isolados das mesmas, a maioria deles provenientes de
glandulas submandibulares de camundongos machos. Entretanto,
muitos desses fatores ocorrem também nas glandulas submandi-

bulares de cutras espécies.

Muitos trabalhos tém sido realizados no senti-~
do de se determinar as caracteristicas quimicas e bioldyicas
dos polipeptideos bicloglcamente ativos isolados de glandu-
las salivares, bem como a sua localizagdo, sintese & seu pop

sivel papel fislolbgico.

Estes fatores tém sido agrupados em diferentes
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categorias: os qgue atuam sobre o crescimento ¢ a diferencia-
cao, e os relacionados com a homeostase, com a regulagao in-
tracelular e com a digestdo.

0O "Fator de Crescimento Nervoso® & um dos mais
estudados fatores de crescimento de origem da glidndula sub-
mandibular.

Duas formas J& foram isoladas: "NGF® {2,555) e
"NGF" {0,755}, & um terceiro tipo parece ser secretado poT
células normais e neoplésicas em cultura (YONG et zlii, 1975.

0 "Fator de Crescimento Epidermal” tem recebi-
de grande atencgido dos pesguisadores, principalmente RO es-
tar relacionade com o controle da replicacao de cé&lulas neo-
plasicas, como, também, é aonéiderado de grande importincia
na participagio do sistema mediador-receptor para hormdnics
peptideos (CARPENTER e COHEN, 1979).

BYYHY, ORTH e COHBN{1972) verificaram um au-
mento na concentragao do Fator de Crescimento Epidermal apés
a puberdade. O “"EGF" também fol detectado em outros tecidos
incluindo rins, estomago, pancreas e intestino e intestino
delgado (FRATTI et alii, 1976}.

Foi verificado que o Fator de Crescimento Epi-
dermal sintetizado pelos rins de camundongos & idéntico es-
trutural e funcionalmente ao pepitidev encontrado na glandula
submandibular mas, aparece em concentragido excessivamente bai
xa quando comparada & encontrada na glandula submandibular
{KHASHIMATA, HIRAMATSU e MINAMI, 1887).

KASAYAMA et alili{l989) observaram que a sinte-
se do "EGF" na glidndula submandibular de camundongos & regu-

lada por alteragio do nivel de mRNA desse fator e por hormd
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nics da tiredide e androgénicos, e gque, o aumento da concen
tragio plasmitica do "BEGF" estd submetido apenas & infludn-
cia dos hormbénios androgé&nicos, ndo tendo o5 horménios +ti-

recldlanos papeis relevantes.

MARTI, BURWEN o JONES(1989), demonstraram gue
o "EGF" em roedores, modula a secrecdo acida de células pa-
rietais do estdmago, tendo também uma participacio importan
te na cicatrizacio de feridas e pode ser um dosn fatores en-
volvidos na regeneracgdo hepatica apds cirurgia ou lesio qui
mica.

LAWRENCE et alidl{l9753) lsolaram um fator hi-
perglicemiante das glidndulas submandibulares de camundongos
gus fol denominado glucagon salivar, uma vez gue seq efelto
era semelhante ac do glucagon pancreatlco porém, de  maior
duragao, tendo sua libera¢fo desencadeada pelos mesmos esti
mulos do glucagon pancredtico,

A existéncila do glucagon salivar fol posteri-
crmente comprovada por MYATA, YAMAMOTO e YAMAGUCHI {1976}
guando cobservaram gue paclentes submetidos a pancreatectoml
a apresentavam niveis normails de glucagon na corrente san-
guinea.

Uma ac¢lo hipoglicemiante das glandulas saliva
res fol também relatads em trabalhog de FLEMING{1962), HOS~-
HING et aldll{l978) e GUIMARAES et allli{l279}).

DOI et alli{i978) detectaram na sallva humana
uma substancia com agic hipoglicemiante, gue fol denominada
de "insulin~like®, cuila concentracdc se elevava em resposta

a ingestdo de glicose. Essa substdncla apresenta agdo seme-
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lhante a da insulina pancreatica e os autores MURAKAMI, TA-
HIGUCHI e BABA{1982) confirmaram "in vitro" sua biossintese
na glandula pardtida humana e de ratos através de testes

com anticorpos anti~insulina.

GUIMARAES et alii(1980) demonstraram que a
administragao de uma Gnica dose de Parotin, em ratos dliabé-—
ticos, normalizava o nivel glicémico e promovia aumento do

glicogénio hepitico.

TEIXEIRA, GUIMARAES e CURY{1985}, estudando
os efeiltos do Parotin sobre a hiperglicemia de ratos dlabé-
ticos, demonstraram que este principio ativo apresentou a-
¢ao ao diminuir a hiperglicemlia e gue a intensidade e a du-
racdo de seu efeito fol diretamente propeorclional a4 sua con-

centragao.

0 Parotin e um produto lmpuro gae apresanta
quatro bandas proteicas ({(frac¢des I, II, III e IV} guando se
parado pela eletroforese em pollacrilamida. ARRUDA  VEIGA,
TEIXEIRA E BOAVENTURA{1889), demonstraram gue as fra¢oes II
e III do Parotin foram mals efetivas em aumentar a captagao
de glicose "in vitro", pelo tecldo adlposo de ratos dlabetl
cos. ARRUDA VEIGA et aliil{l983), observaram também que as
fracoes II e III do Parotin mostraram~se mals efetivas en
aumentar o consumo de oxigénlo pelo tecldo adlposo do epldl
dimo de ratos diabétlcos, apresentando um efelto comparavel

ao da insulina.

COX e QUISSEL{1985), ilsolaram uma proteina a-
tivadora de plagquetas de glandulas submandibulares de ratos

com atividade bioldgica comparavel ao golageno, capaz de a-
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tivar plaquetas, causando agregados e secregiao de serotonl-

na.

Foi também purlficado do extrato de gliandulas
submandibulares de rato, um fator imunossupressivo{3MG-ISH)
capaz de inibir a proliferacdo de 1infdcitos mitdgenos e

antigeno~estimulados (KEMP, MELLOW e SABADINE, 1986)

MENGHI et alii(l988) verificaram que as glan-
dulas sublinguals de ratos e camundongos apresentam proprie
dades anticoagulantes, sende que ©s constituintes gllcocon
jugados isolados da sublingual de ratos alteraram marcada
mente os pardmetros tromboelastogriflcos e testes de hemoco
agulagio. Ja os glicoconjugados de sublingual de camundon-
gos, nao provocaram mudancas estatistlcamente significantes
nog tromboelastograficos mas, Induziram madancas significa~-

tivas no tempo parclal de tromblopastina.

EKSTR%N e BEXKMAN(1988B) descreveram um neuropep
tides geneticamente relaclonado & calcitonina (CGPR), envol
vido na regulagdo da secoregao e fluxe sangulneo das glandu-
las salivares. 0 CGPR pode interagir positivamente com a
acetill-colina e alguns outrosg transmlssorses ndo classicos e
pode estar envolvido na secre¢dc parassimpatico-atropina -
reslstente que ocorre nas glandulas salivares estudadas: pa

rotidas, sublinguals e submandibulares de ratos.
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1.2, Glandulas Sallvares e GSnadas

Desde a descoberta de que as glindulas subman
dibulares de camundongos apresentavam dimorfismo sexual es-—
trutural (LACASSAGNA, 1940}, varlos trabalhos t8m procurado

interrelaclonar as glandulas salivares com as gdnadas.

A demonstrac@o da atividade da fosfatase aci-
da, através de andalise histoguimica dos gringlos  secretd-
rios dos ductos granulosos das glindulas salivares de camun
dongos, fol felta por JUNQUEIRA et alil{l1%49). Foi verifica
do que a atividade dessa fosfatase era cerca de dias vezes
e mela malor nos camundongos machos que nag fémeas. A produ
¢do de proteases andrbogeno~-dependentes nas glandulas sabman
dibulares também fol descrita por SREEBNY et alil{l935) &

AREERNY {1960} .

Segundo SHACKLEFOR e WILBORN(19568) e SMITH e
FROMMER(1972}, os tdbulos granulares ndo estac presentes nas
glindulas submandibulares de camundongos de guatxo BEMANAS

pOs-natals e, até essa idade, naoc ha dimorfismo sexual.

Estudos quantitativos té&m demonstrado que o5
difimetros dos tobuleos das gla&ndulas submandibulares de ra-
tos 830 malores nos machos do gue nas fameas e, nos ratos
os tibulos granulosos estdo sob a influéncia hormonal, par-

ticularmente dos hormbnios sexuals mascullinos {BOYKO e ZB~

BROWSKI, 1972).

BALDI e CHARREAU{1972) verifilicaram gue as sub
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mandibulares de ratog tem um sistema atlvo 1l7-beta-~hidroxi-~
esterolide~oxidorredutase, evldencilado pela conversio da teg
tosterona e l7-beta~estradliel em androstenedlicona e estrona.
Segundo esses autores, € possivel que a enzima responsavel
por essa transformacdo se localilze nos segmentos tabualares

dessas glandulas.

A reducdo da atividade da amllase em animails

castrados e o seu aumento através da administracioc de tegw

tosterona as fémeas e em camundongos machos castrades, foil

relatado por SHEAR et alii{1s79).

Fol demonstrado que a concentracdo do fator
de crescimento nervoso nas glandulas submandibulares de ca-
mundongos € multo menor nas fémeas do que nos machos e é
testostercona~dependente {(LEVI-MONTALCINI e ANGELETTI, 1964).
Também a concentragdo do Fator de Cresclmento Epidermal (ECE
aumenta rapldamente apOs a puberdade {BYYNY, ORTH e COHEH,
1972), e & sua ldentificac¢ao na glandula & possivel em tor-
no do 20¢ dia apds 0 nascimento {GRESIK & BARBA, 1977 &

1978} .

Por putro lado, HOSBHINO e LIN(1969), observa-
ram gue © transplante de glandulas submandibulares de camun
dongos machos para animais hospedelros, causava a morte desg
tes, mas esse efelto letal ndc ocorrla guando se transplan~
tavam gléndulas de aanﬁndongos fémeas ou de machos imatu-
ros. Fsses resultados sugerliram gue a manlfestacao do fator
letal deveria estar diretamente relacionada 3 maturacgao se-
xual do doador macho e, gque provavelmente dependia da infly

dncia dos hormdnios sexuais masculinos.
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LIN e HOSBHINO(Ll962) procurando demonstrar que,
efetivamente, o fator letal & dependente da acdio da testoste
rona, relataram gue os transplantes de glindulas submandibu-
lares obtidas de camundongos machos imaturos e de femeas a-
dultas, exerciam efeito letal em camundongos machos e fémeas
desde que os doadores fossem pré-tratades com testosterona .
Verificaram também, que © pré-tratamento com estradicl em
camundongos machos, imaturos e adultos, nao alterava os re-
sultades dos transplantes glandulares obtidos sem a adminis~—

tragao desse hormdnio.

HOSHING e LIN{(1969 e 1970) investigaram os e~
feitos seletivos da testosterona e isoproterencl scbre a re-
generacao das glBndulas submandibulares transplantadas para
camundongos machos e femeas adultos, tendo como doadores fe-
meas adultas. 0Os dados obtidos demonstraram gue a testosterc
na e o isoproterencl-HCl podem exercer efeltos  estimulatd-
rics especificos sobre og diferentes componentes de tecidos
submandibulares, aginﬂo a testozterona sobre a regeneragao
dos tibulos secretdrios e © isoproterenol sobre as celulas a

cinares.

Estas investigagbes possibilitaram ainda, ve-
rificar a capacidade de sobrevivéncia do tecide  glandular
nic somente para regenorar os tlbules secretdrios, mas tam-
hém para recuperar a sua atividade bloldgica especifica, tal
como o efeito letal. Assim, os transplantes de submandibula-
res de doadores fémeas  em hospedeiros tratados com testoste
rona, apresentaram ainda, efeito letal quando retransplanta

dos em novos hospedeiros (HOSHINO e LIN, 1969 e 1970).
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LIN @ HO&HINQ{1971) vertficaram bambém, wras
possivel ag¢do protetora da testosterona contra o efeito le-
tal, em hospedeiros machos e fémeas. Constataram diferencm
na taxa de mortalidade, sende © macho mals resistente, Nota
ram ainda, que a testosterona tinha uma agio protetora ma i
or nos hospedeiros fémeas, sugerindo que a diferenca sexual
na susceptibilidade do camundongo ac efeito letal pode ser

atribuilda & presenca do horménio androgénico.

HUANG, HOSHINO e LIN{1572), estudaram o efei~
to da ligagao previa do ducto excretor dasglidndulas subman—
dibulares na produgdo do fator letal como também, sob o e-
feito da testosterona e isoproterencl em animaig transplan-
tados. Esses autores demonstraram gue a administracac da
testosterona apbs o transplante, potencializou o efeito le-
tal e,que no grupo que recebeu a solugdo de isoproterenod
apOds o transplante, detectou~se menor guantidade de  fator
letal, embora os pesos das glandulas estivessem significati
vamente aumentados em fungio da hipertrofia das células a-
cinares.

Qutros trabalhos tem relacicnado a  remocao
das glandulas salivares com alteragdes nas fungdes gonadais
e reprodutivas em anbos os sexos, Desde 1940, KATAGIRI e
HIGASHIGO tinham observado que a remogdo das glandulas sub
mandibulares e a ligagfo dos ductos da pardtida em ratas

jovens, levava a uma hipertrofia do Gtero.

GINN e VOLKER{1942) mostraram gue a auseéncia
de gladndulas salivares em ratas provocava distiirbios do me-—

tabolismo hormonal de células sexuais, além da diminuigac da
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fertilidade.

BIXLER, MUHLER e SHAFER{1955) relataram que a
sialoadensctonia provocava um aumento do peso testicular em
ratos.

Entretanto, AFONSKY{1958) relata uma gueda na
capacidade de fecundaclo em ratas silaloadenectomlzadas. SUD
DICK{1%60}, levantou a hipdbtese de que as glandulas sallva
res produziam uma substincia que estimulava a atividade dos

Grgados reprodutores.

Da mesma forma, LOURIDES et alil(l970}) verifl
caram que a extirpacao das glindulas sallvarea em ratas, re
tardava a maturagao ovarlana e provocava atrofia do Qtero.
JOHNSON, KEKEH e YAPI(1970},.Qbservaram alteragdes semeslhan
tes em camundongos machos slaloadenectomizados gue apresen-

tavam regressio testicular e diminulgdo da atividade gexual

DOTTAVIANG, RAMALHO e MEGREIROS DE PAIVA(L974,
também constataram em ratos sialoadenectomizados, baixo Iin-
dice de reprodugac, quando comparados com animals normals .
ARCIERE e MARTINELLI (1877}, verifilicaram uma progressiva es-
terilidade em ratas que tiveram suas gldndulas salivares ex

tirpadas.
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1.3. Glandulas Salivares e Seus Fatores TOxicosg

A partir da desecberta da calicreina nag glan-
dulas salivares por WERLE ¢ RODEN(1936), extensas investiga-
¢Oes, tanto “in vivo" guanto "in vitro", tém deapertado gran
de interesse no estudo das glindulas salivares, possibilitan
do nelas a identificacao de muitos fatores ativos, dos quais

alguns apresentam toxicidade,

Dos fatores blologicos presentes nas glindulas
salivares, alguns apresentam atividade toxica
de forma inespecifica ou com -eletividade de  &r-

gao ou tecido.

ATTARDI et alii(1965), igolaram do extrato de
gléndulas submandibulares de camundongos, uma proteina com
atividade proteolitica gue afetava o tecido de origem meso~

dérmica.

ANGELETTi'et alii{1965), purificaram parcial-
mente uma proteina do extrato de glindulas submandibulares de
camundongos machos que tem a capacidade de induzir granuloci
tose em camundongos. Os mesmes autores utilizando-se de
homogeneizados de gléndulas submandibulares de camandongos
machos, administrados em camundongos adultos, verificaram a
presenga do fator letal nessas glandulas; eles sugeriram que
a toxicidade poderia ser devido a varios componentes do ex-
trato glandular, demonstrando dessa forma, gque extratos de

glandulas submandibulares de camundongos machos adultos eram
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extremamente tOxicos, mesmo com baixa concentracgic proteica,

Posteriormente, LIUZZI e ANGELETTI{1968) obser
varam que a dialise desses extratos com tampic Tris-iCl 50
M, pH 7,2, nao diminula o nivel de toxicidade, sugerindo que
o componente toxico deveria estar associado a& macromoléculas
possivelmente de natureza proteica, sendo que a propriedade
téxica desse extrato & destruida por fervura i 100°¢C, duran-
te 10 minutos. Numa tentativa de localizar o componente toxi
co dessas gldndulas, estes mesmos autores fracionaram ¢ ex—
trato bruto de glandulas submandibulares de camundongos em
colunas de "Sephadex G~-100" pH neutro e verificaram que, em~
bora todas as fracodes proteicas apresentassem certo graa de
toxicidade, uma das fragCes (fracao E} era hem
mais toxica gue as outras e, gue doses subletais desta fra-
cdo induziam retardo do crescimento de ratos recém-nascidos

e severa atrofia do timo.

LIN & HOSHINO{1969) relataram a existéncia de
um fator hemorrdgico, evidenciado em transplantes subcutd
neos de glandulas submandibulares de camundongos, gue provo-

cava hematoma local e severa hemorragia sistémica.

A presenca do fator letal nas glandulas subman
dibulares de camundongos machos fol observada também nos esg-
tudos realizados por HOSHING e LIN{1968 e 1969%), como c¢itado

anteriormnente.

Posteriormente LIN e HOBHINO(1970 e 1871} de~
monstraram que além do transplante de glandulas submandibula
res de camundongos machos, para animais hospedeiros, a admi-
nistracio de extratos licfilizados dos homogeneizades dessas

glandulas, também eram letais ndo somente para camundongos ,
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mas também 34 outras espécles. Alnda, através desses trabalhos
fol demonstrado que o efelto letal das glindulas submandibuala
res & maleor guande ocorre a sua administracio sob a forma de
homogenato do que quando transplantadas, e que a manifestacaoc
do fator letal estd diretamente relacionada com o sexo mascu-
lino, e pode ser influenclado por andrbOgenos. Notaram também,
gque o hospedeirc machoe sialoadenectomlzado apresenta malor
taxa de mortalidade guande comparade com os ndo slaloadenecto
milzados e que a testosterona protege as fémeas hospedeiras con_
tra o efeito letal, tanto nos animals sialoadenectomizados

quanto nes nao slaloadenectomlzados.

Em 1973, BARKA purlficou parcilalmente uvma pro-
teina de glandulas salivares de camundongos machosg e femeas ,

com atlividade supressora da mitose celular.

Administrando extrato llofilizado de glandulas
submandibulares de camundongos machos em fémeas receptoras, e
usando a andlise de problios, HUANG et allil{1%77}, compararam
a suceptibilidade dos efeltos do fator letal em trés espéci-
es de animals e em guatro diferentes linhagens de camundongos
Esses autores confirmaram a existéncla de uma substincia nao
conhecida, nas gladndulas submandibulares de camundongos, que
exercia efeito letal com sensibllidades dlferentes para as

espécies de animals.

HIRAMATEU, UATAKEYAMA e MINAMI{LBE0) observaram
gque nao-somente © extrato das glandulas submandibualares de ca
nundongos machos apresenta © fator letal, mas também a saliva,
que o libera, guando induzida por estimiilacio de agentes alfa

~adrenérgico e, gue ambos lextratoe & sallva) foram altamente
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toxicos para cobalas, ratos o hamsters, enguanto a toxicidade
da saliva foi relativamente baixa para camundongos. Os dados
revelaram que o fator letal & uma proteina exderina, demons-
trando assim, gue as glandulas submandibulares de camuandon-

gos machos secretam proteinas altamente tdxicas.

HATAKEYAMA, HIRAMATEU e MINAMI(1981) confirma-
ram os dados antericres purificando um dos componentes tdxi-
cos da saliva por focalizaci@o lsoelétrica e cromatografia em
DEAE Sephadex A-50, identificado como uma enzima com ativida
de semelhante a calicreina. Eles concluiram que os componen-
tes toxicos das glandulas submandibulares de camundongos ma~
chos estdo localizados nos granulos serosos dos tibulos se-
cretorios e,que sao secretados na saliva da mesma mansira
gue os fatores de crescimento nervoso (NGFY, epidermal (EFG)
e as enzimas proteoliticas, sendo a sua secrecdo controlada

por agentes alfa-adrenérglcos.

PINHEIRO{1985} isoleou de glandulas submandibu-
lares de camundongos um complexo de substancias de baixo pe-
so molecular, contende radicails aromaticos e carboidratos que
foram denominados de Sialotoxinas I, II, ITII e IV, todas e~

las com atividade letal gquando adninigtradas em camundongos.

Bssas Sialotoxinas sdo multo resistentes ao tratamento comn
- _ o

HCL 8N a 1007C.

AGOSTINHO{1987) procurando determinar & DLSQ
da SIalotoxina I (5I), em camundongos machos e fémeas, de~
monstrou gque esta toxina promove, efetivamente, a morte dosz

mesmos, sendo as fémeas multo mals sensivels gue os machos.

BOAVENTURA{1L988) , estudando os efeitos da Sia-
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lotexina I "In Vitro", observou gue esta promove uma reducao
do consumo de oxig@nic , diminui a incorporacac de glicose
pelo diafragma de ratos, como também induz & uma diminuig¢io
do consumo de oxigénio e redu¢do na incorporacao de glicose,
mesmo na presenca de insulina,

ARRUDA VEICGA ¢ PINHBIRO(L988), igsolaram o ca-~
racterizaram um peptidio de glandulas submandibulares de ca-
mundongos machos adultos, de péso molecular prdoximo a 2800,
que apresenta uma atividade toxiva sobre o rim, produzinda

intensa polilria e albuminGria.
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1,4, Proposigao

Tendo em vista as informacdes disponivels na
literatura, nota~se gque numeyresos trabalhos tem sildo reall-
zados no sentideo de elucidar as reals fungdes dos fatores
biologlicamente ativos isclados de glandulas salivares. Com
relagdo as substanclas conslderadas tdxlcas, propGs-se nes-
ta pesgulsa:

1- Determinar a DLg, da Slalotoxina TIX en
camundongos machos e femeas.

2~ Analisar as manifestagbes bloldglcas apre
sentadas por esses animals quando submetldos & doses letals
e subletals da Slalotoxina IIX.

3- Verificar se a administragao de testostero
na em camundongos fémeas, e a castra¢ado de camundongos ma-
chos, altera a sensibilildade destes animals frente & Sialo-

toxina I1T.
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2. MATERIAL B METODOS

Para o presente trabalho foram utilizados 330
camundongos {Mus Musculus albinus), sendo 170 machos o 160
fémeas, pesando aproximadaments entre 25 e 35 gramas no inf

cio do experimento.

Os animals foram allmentados antes e durante
- 3 ' * -
o perliodo experimental com ragao balanceada e agua "ad 1i-

bitum" e mantidos em temperatura amblente.

2.1, Distribulgde dos Grupos

Os animais foram distribuildos casualmente da
seguinte forama {Quadro A},
GRUPO I:~ Camundongos machos normals e Sialotoxina III.
Constituldo de 100 machos, os gquais foram re-~
distribuldeos em 10 subgrupos de 10 camundongos cada, nos
gquais foram administrades, via I.P., Sialotoxina III, dose
dnica, nas concentra¢des de 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130,

140, 150 e 160 ug/ky de pésc corporal, respectivamente.

GRUPO II:- Camundongos f8measz normals e Sialotoxina III.

% Racoes Ceres 5/A - Piracicaba
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Constituldo de 70 fémeas, as quals foram re-
distribuldas em 7 subgrupos de 10 camundongos cada, nos
quails foram adminlstradas, via I.P., Sialotoxina 111, douse
dnica, nas concentragbes de 10, 20, 30, 40, 50, 55 e £0

ug/kyg de péso corporal, respectivamente,

GRUPO III:- Camundongos machos orquidectomizados e Sialoto
xina III,

Constituldo de 70 machos, redistribuldos em
7 subgrupes de 10 camundongos, os gquals foram submetidos a
excisio dos testlculos. Apds 30 diéa da clrurgla, o8 anl-
mals receberam Sialotoxing III, nas concentragbes de 34,
40, 45, 50, 60, 70 e 80 ug/kg de pé€so corporal, respectiva
mente, dose unlca, pela mesma via gue 08 grupos anteriores

Para a reallzagde da orquidectomia, os  ani
mals foram snesteslados por inalacgao de éter sulfirico, em
ama campanula de vidro, e fixados numa prancha clrirglca
com funil, na posigdo de decibito dorsal, sendo a profundi

dade da anestesia controlada pela reagdo do animal.

A segulr, tomando os culdados de antissepslsy,
fol feita uma incisdo na parte inferior do escroto de modo
3 permitir a extrusio dos testiculos. Uma simples ligadura
com fio de algeddo fol colocada em volta dos vasos espermd
ticos e ductos deferentes, O testiculo junto com o epldldl
mo foi excisado. Em segulda, procedeu~se a sutura com filo
de algoddc. Os animals foram mantldos nas mesmas condigbes

ambientals até o dia da aplicagldo da Sialotoxina III.
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GRUPO IV:~ Camundongos femeas + testosterona e Sialotoxina
IIT.

Constituldo de 90 fémeas, redistribuldozn em
9 subgrupos de 10 camundongos cada. Esses animals recebe-
ram, previamente, tratamento dldric, com ¢ hormdnlo testos
terana*, via intraperitoneal, na concentragao de 2,0 mg/kyg
de péso corporal, durante um perlodo de 20 dias nuam volume
maxime de 0,1 ml por camundongo. Em seguida, - fol adminisg=~
trada Sialotoxina IXII, dose Gnica, nas concentragodes de é&

50, &0, 70, 80, 90, 100, 110 e 120 ug/kg de pé€so corporal,

via intraperitoneal, respechivamente.

* purateston ~ Lab. Organcon do Brasil Ltda.
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GgUAMDRDO it

Distribulgdo dos animais nos Grupos e Subgrupos

SEXD GRUPOS | SUBGRUPOR| HR/ANIMAIS TRATAMENTS
in 10 Slalotoxing IIXl:- 70 ugl/kg
Ib lO 3] H 8 O 111
IC 1 O " " 9 0 "
Id l 0 i1 E1 ) 1 0 O L}
Machos T Im 10 H # 110 ¥
TE 16 " " 120 "
T g 10 & 1 130 i
Ih 10 " " 140 #
I 10 " »150 ¢
I j l G it [} l 6 G £t
Iila 10 Sialotoxrina IIl:~ 10 ug/kyg
Iib 10 _ " N 240 o
Iic 10 " i 30 "
Fémeas Ix ITd 10 " " 40 v
Ile 16 ¥ * 50 “
1rf 10 # " 55 3
IIg 10 © 5t &0 [
IIZIa 14 Orqguldectomia + SIII:~ 30 uglkg
I1ib 14 * ” " 40 m
3: I I{: l O 0 n i 4 5 ¥
Machos 11T IT1d 10 * " * 50 H
IiTle 10 " " # 60 i
I ,I I f 1 {3 11 13 i 7 O i g
I :}: i g l U 1t ir [H g o (] .
Iva i Testosterona {2, Omg/kg) +5111:4C0uyg/ kg
Ivb 10 L] il LE it 5(“! H
}: vc 1 U H u ir It 6 G 5]
IVd l 0 1% # EH g ? 0 T
Fimeas v IVe 10 " " »ovo8p ¢
IVf l(} H it L n g E} 2
I\fq 10 H 3 3] o100 #
Ivh 1 O H it H Ir 1 1 B ¥
IVi lU (£ i 1 1" 120 "
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2.2, Tratamento Estatistico

Segundo JONHNSTON{1984}, em ensaios gue envolven
umasituagdo dose-resposta, uma determinada dose (20) de um pro
duto {uma toxina, por exemple) € administrada para cada um dos
membros de uma populaclo (ratos, por exemplo). Assume-~se que
as respostas de cada um dos individuos destas populagdes ..550
independentes entre gi. Por uma série de razdes, a tolerincia
a toxina varia de individuo para individuo e pode ser descrito
por slguma funcdo de distribuicBo probabilistica £(z). Se a to
ler3ncia € menor que a dosagem, o individuo morre pelos efei-~
tos da toxina. Portanto, a proporgac da populagao gue morre

com uma dosagem ZO{II} é dada por:
x
B, - [fad: )

FINNEY (1964) sugere gue a distribuicic das tole-
rancias e aproximadamente log normal. Portanto, a transforma-
cBo das tolerincias (e dosagens) de acordo com a eguacac 2 fa-
ra com gque a fungado de distribulcido probabilistica de x, £{x}

se torne aproximadamente norma, ou seja, x ~ MN{u, 0%}, onde

X = Inz
{2}

Deste modo, para uma certa dosagen Zir @& - pro-
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porgiao populacional gque morre (Iil} & dada por:

*

n, - [

e 0/l

i
Pl (x~ ) Jdx
20% {3)
Por definigio, a dose letal mediana (DLg 4} cox
responde & dose em que 50% da populagdo morre, ou sela, a

DLg € o valor de %, tal gque:

&y

05« 1 L
- w@ﬁ" i 2¢* & p}z}dx

{4}

Assim gendo, ¢ valor da DLSO gimplesmente cor~
responde a nmediana da distribuigdo de tolerincia.

O problema pratico consiste em se estimar  os
valores de 0 e u. Supondo-se gque para este fim sejam selecio
nadas k dosagens {xl, Koyesoes xk), que a dosagem 3 & dada a
um grupo com ng individucs e gue a proporgio Py de individu~-
08 que morrem & observada e agsumindo-se que as tolerdncias
possuam uma distribuwicio normal, as proporg¢les observadas de
morte estarao dispostas em torno da curva que descreve a fun
cao de probabilidade acumulada de x. O uso de py para se es-
timar u e 0 & dificil, pois p @ uma funglo ndo linear de x.
A transformagao probit lineariza esta relagfo e faz com que
a estimativa de u e 0 seja bastante simplificada. Para tantg

define~se ¥y como

:;»’ i e g { 5 )

143

N TCIY
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Deste modo, qualguer dosagem Xy pode ser ex-

pressa em termos de y. A probabilidade de morte com a do-

sagem X, ¢ dada por
| R A O
{6}
Yo
K
H"} - { SN .39 '3 e ,f, v iy
- V‘ﬁ .
onde

{7}

P X
Y oo™ ,.,‘_’?‘ﬂ-«w,«}

G

Invertendo~se a equagdo 6§ tem—se:

Para gqualquer valor de y & possivel determi-
nar o valor de TC ( isto & felite através de gualguer tabe-
la gue contenha os valores das probabilidades acun&iadasde
uma distribuicdo normal com média zero e variancia 1). Do
mesmo modo, para qualquer valor de TC & possivel  determi
nar-se © valor de y. A variavel y & definida como o desvio

equivalente normal (n.e.d.} ou como o normit. O probit &
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Gefinido como:

{9}

Proabt{ YaRE 5 By

O n.e.d, sempre serd negativo para valores de
IC menores que 0,5, entretanto, o probit guase nunca gera
nagativml. Para a transformacdo de porcentagens em probits
pode-se consultar tabelas ou utilizar algum tipo de progra-
ma estatistico para computador,

Num experimento tipico, as dosagens %y Ko
vers Xy g30 fornecidas a Bys Doyyewey Ny, respectivamente As
proporgedes observadas de morte {ou outro efeito) sdo medi-
das. O procedimento para estimar os valores de u e { ssguen
diretamente da equagao 8, ou seja:

1. Converta as proporgdes observadas Pyr Py s
-++y Pj €M Seus respectivos n.e.d. e faga um grafico relaci
onados o8 n.e.d.e com os valores de x{x= inldosel}.

2. Se o grafico acima mostrar uma forma apro-
ximadamente linear, estime a regressao:

WNED = @émr
{10}
Qnﬁezz a & uma estimativa de -u/0 e b & uma estimativa de

170,

Segundo FINREY{1971), o nimero 5 fol escolhido arbitraria
mente com © unico obletivoe de eliminar a possibilidade de
valores negativos para ¢os probits, pois n.e.d. negativos e
proximos a -5 quase nunca serdo encontrados.

Se probits sio usados ao invés de NEDs, a & uma estimati-
va de 3-ufb.
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Antes de se escolher o método pars a estima-~
tiva da equagdo 10 deve-~se compreender as propriedades da
egstrutura de erre deste modelo. A relacgado entre TC e x# &
dada pela equagao ll. BEntretanto, os valores calculados dos

n.e.d. 53¢ dados pela eguagao 12%.

1 I 1 {11}
;"Lfnj;..w;n+ SN PRES R 5
o i
i “iapj} v F“iiﬁj-ﬁﬁ) (12}
Expandindo-se a equagio 12 pela série de
TAYLOR e mantendo-se apenas os texrmos de primeira rdem
{JUDGE et alii, 1988} tem~se que:
.l sy 1 i
NG PRV IO L TR + 8 w PO H Y duyg {13}
Lo E
onde:
e v
.ii_._ - .”.j: ........ - 1 e 1 LD f - i {143
S T '

! peve-se notar gue © erro aleatbrio epsilon possul wma me-
dia igual a zero e varifncia igual &
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ou seja, Zi & o valor da ordenada de uma curva normal com ma~
dia 0 e variadncia 1 que corresponde & aboclissa ¥qe Asgim, tem-

se gue:

bar () -

o (15)

Portanto, a egquagido de regressao 13 possui  um
erro {u) de varidncia nadc constante para todas as observagdes
assim sendco, sua estimativa pode ser feita atraves do uso do
método generalizado dos guadrados minimos, onde i/var {ui) sao

o5 pesos a serem utilizados.
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3. RESULTADOS

Os animals do Grupo I, constituldos de camun~
dongos machos normals que receberam doses de Slalotoxlina 111
nas concentragdbes de 110, 120, 130, 140, 150 e 160 ug/kg de
péso corporal, apresentaram, respectivamente, taxas de mor-

talldade de 0, 10, 50, 60, 80 e 100%.

Pelo método da an&lise de probitos obteve-se
entdc um valor da dose letal para 50% da populagao, DL 4=
133,90894 ug/kyg de péso corporal de Sialetoxina III, aquan-

do administrada em camundongos machos normais {Tabela I}.

A andllse das atlvidades biloldgicas {(Quadro B
demonstron gque, mesmo os animals gue receberam dose de 100
ug/kg de péso corporal {inferlor a letal) apresentaram re-

acbGes de hiperexcitabillidade, apatla, festinaczo e hipoto-
nia {em respectivamente: 80, 80, 20 e 10% dos animals}.
Verificou-se tambén gque a medlda que se aumen
tavam as concentracoes da Silalotoxina II1II, as manifestacdes
blolbgicas se acentuavam enguanto a taxa de mortalidade se
aproximava de 100% dos animals {dose de 160 ug/ky de pEsC

corporall.
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QUADRO I:- Manifestac¢des bloldglcan do camundongos machos
normals {Srupo I} que receberam doses crescen-
tes de Sialotoxina IIIL.

Doses de SIIT(ug/kg de péso) {70180149011001110 1120113011401 1801180
Naomero de animais 10110110110 10 {10 [10 110 110 110
Atividades bioldgicas: %g*;g ;% %gg %%é é%% 352 EEEEEE §§§
* hiper-excitabilidade 0y 07 6 8 B 116 (10 110 119 10
* apatia 61 0y 61 8§ g (10 {10 |10 110 710
* festinagdo 01 0y 0y 2 & 6 8 10 110 110
* hipotonia gr 01 6 1 3 5 & 8 {10 {10
* piloeregio 0y 0L 0L 0 01 51 8 {10 {10 110
* tagquicardia 0y 0} 0} 0 2 £ 3 6 8 110
¥ sudeoragac L 0L 0y 01 0 2 2 3051 8 lﬂ.
* clanose g} 0y 0y © 1 1 3 5 g {10
* midriase/exoftalmla a1 0y 01 O 0 1 3 & & 110
* poliuria 0r @y 07 @ 1 3 3 & 9 |1g
- epistdtone da cauda 0 o) 0 0§ O 61 331516 110
* gonvulsdo/contratura 0y 0F 0y 0 0 0 1 2 3 4
* mortes o 07 91 8 {0 1 5 b g 118

TARELA I:~ Mortalldade em camundongos machos normals
que receberam doses crescentes de Sialoto

xina IIT.

DOSE DE SIIX TAXA DB MORTALIDADE
ug/ky de peso {%)

110 0

120 i0

130 20

140 60

156G 80

160 100

Dlig o= 133,90894 ug/kg
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Os animale do Crupo II, constltuldos de caman
dongos fémeas normails que receberam doses de Sialotoxina III
nas concentragdes de 20, 30, 40, 50, 55 e 60 ug/kg de péso
corporal, apresentaram, respectivamente, taxas de mortalida

de de 0, 20, 50, 70, 80 ¢ 100%,

Pelo método de andlise de probltos obteve-ge
entdo um valor da dose letal para 50% da populacao, DLEgm
38,35750 ug/kyg de peso corporal de Slalotoxina IXI  {Tabela
11},

L analise das atlvidades biloldglcas {Goadro
IT) demonstrou que todos os animals desse grupo, ao recehe-
rem & toxina, apresentaram reagbes de hiperexcitabilidade ,
apatia, hipotonia, piloeregao, tagulcardia, sudoragio, cla-
nose e polliria, a partir da dose de 10 ug/kg de pésoc COrpo

ral gue apresentou 0% de taxa de mortalildade.

A medlida gue se aumentava as concentracoes de
Slalotoxina III administradas, os animais foram apresentan-
do de forma mals intensa as reacgdes acima menclonadas, cal-
minando com a taxa de 100% de mortalidade na dose de 60 ug/

kg de peso corporal.

Os animals do Grupe III, constituldos de ca-
mundongos machog orguldectomizados gue receberan doses de
Sialotoxina III nas concentragles de 45, 50, 60, 70 e
80 ug/kg de peso corporal, apresentaram, $esp@ctivaménta ta

was de mortalidade de 0, 30, &0, 80 = 10Q0%.

Pelo método de andlise de probltos obteve-se

entio um valor da dose letal para 50% da populagao, Dl o=

)

n
o]
56,416461 ug/kg de péso corporal de Sialotoxina III (Tabela
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IXI}.

QUADRQ Il:~ Manifestacles bloldgicas de camundongos fémeas

normals {Grupe I} que receberam doses crescen—
tes de Silalotoxina III.

Doses de SIII{ug/kg de poso) 10120130140{50155]60
Namero de animais 10110110110110710110
Atividades bioldgicas:
* hiper-excitabllidade 10 ié 10710130110:10
* apatia 411011011011 0116G110
* festinagio 0 3] 51 61 7| 8110
* hipotonia 11 27 51 6] 71 8110
* piloeregio . 2V 2] & 51 8] 8110
* taquicardia 1 21 41 51 81 91140
* sudoragio | 1) 2] 4] 6| 8] 9l1o0
* clanose i Y 41 61 B8f 9110
* midriase/exoftalmia D1 11 41 5y 71 8110
* polidria 21 20 3] 51 8} 810
* epilstbtono de cauda 0] 1) 21 3¢ 41 5110
* convulsdo/contratura gf 0F 1p 3 4y 5| 7
¥ mortes gy G, 21 51 71 810

TABELA II:- Mortalidade em camundonges fé€meas normals
que receberam doses crescentes de Slaloto

xina ITITI.

DOSE DE S5IIT TAXA DE MORTALIDADE
ug/kg de péso {%}

20 ' 0

34 26

40 50

50 70

55 g0

G0 160

DL, .= 38,35750 ug/kg
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DUADRD III:~ ManifestacOes bleologlcas de camundongos machos
orquidectomizados (Grupo ITI) que receberam do-

ses orescentes de Sialotoxina II1I.

Doses de SIII{ug/kyg de pésoc) 30140145(50160170180
Nimero de anlmals 1oioiiotialiniioiio
Atividades blologlcas: ;é ;é E% §§1§§ gg g%g%%
* hiper-excltakhillidade 01 011011011010 iO
* apatia Op 0310140 10119011¢
¥ festinagao 01 01 61 BI101101L0
* hipotonia 01 0f 3] 5{ B110110
* plloerecgdo 01 0 21 01 61 9! 8
* tagquicardia oL ©F 21 21 51 811¢
* sudoragao G O} 3} 4{ 6| 6] 9
* planose OF G 01 01101 9110
* midriase/exoftalmia 07 0 21 2] 6} 9:11¢
* poliuria G 0F 31 2] 7110110
* eplstdtono OGP Q1 31 61 &; 9l 9
* convulsao/contratura g1 0y 0 07 31 47 9
* mortes _ gp 01 01 31 &1 8l1s

TABELA ITI:~ Mortalidade em camandongos orguidectomlzados
que receberam doses corescentes de Slalotomi-

na II1.
DOSE DE 811X Taxs DE MORTALIDADE
ug/kyg de péso (%)
40 0
45 0
50 30
60 6o
70 80
BO 1040
DL, .= 56,416461 ug/ky

50
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A analise das atlvidades bloldgicas  {(Quadro
III) demonstrou gque mesmo animals que receberam doses de
45 ug/kg de péso corporal, com taxa de mortalidade de 0%,
apresentaranm em sua totalidade reacOes de hiperexcitabili-
dade e apatia; 60% deles apresentaram festinacido, 30% apre
sentaram hipotonia, sudoragao, polilria e eplstdtono de
cauda enguanto 20% apresentaram plloeregio, taquicardia e

midriase, exoftalmia.

A exemplo dog outrus grupos, estes animals,
apresentaram também acentuade aumento dessas reagoes em
nivels proporcionails ds concentragdes administradas, alcan
gando o grau deé convulsdo, contraturas e morte na congen=-

tragdo de 60 ug/kyg de peso corporal.

Os animals do Grupo IV, constlituidos de ca-~
mundongos {&meas tratadas previamente com testosberona gue
receberam doses de Silalotoxina IT1I nas concentragies da
50, 60, 70, 80, 90, 140, 110 e 120 uag/kg de péso corporal,
gue apresentaram, respectivamente, taxas de mortalidade de

0, 10, 20, 50, 60, 80, 100 e 100%.

Pelo método da anflise de probitos cbteve-se
entde um valor da dose letal para 50% da populagio, DLy =

77,72368 ug/kg de péso corporal de Sialotoxina IIX (Tabela

Ivi,

A anglise das atividades biloldgicas ({(Quadro
IV} demonstrou que as reagoes foram sendo progressivamente
manifestadas em relagio as concentra¢des da Slalotomina IIL
Hiper-excitabilidade e apatia foram as mals obgervadas

guantitativamente, como acontecew nog grupos estudados an-
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teriormente, culminande com a malorita das reagbes apresenta
das nos animails gue tiveram sua taxa de mortalidade de 1G0%

na concentra¢do de 110 ug/kg de péso corporal.

QUADRO IV:~ Manlfestagbeg bloldglcas de camundongos

th
i
e
]
fy
]

tratadas com testosterconaiCrupo IV) que receb:

4

i

ram doses crescentes de Slalotoxina ITI.

Doses de SITI{ug/ky de péso) 4015016070180 1901100111401126
Nimero de animals 180101101101 1013C) 100 10] 10
¥ hiper-excitabllidade S 9110110020110 101 10} .10
* apatla 01 9110101101101 .100) 10{ 10
* festinagao O Ly 21 31 8¢ 8, 7 ¢ 101 10
* hipotonia Oy 0y 1y 1p 6t 61 7 1.10(_10
* plloeregan G 0 00 11 4¢ 81 € 101 10
* taguicardia p 61 0t G} 3] 51 7 1064 10
* gudoragdo 0; 0y 0 0 41 61 7 104 19
¥ granose G 0F 0 O0F 3§ 381 ¢ 16t 10
* midriase/exoftalmin Gy O} O0F 07 44 51 7 91 10
* poliuria 0y 0] 0} 8 41 6] B 1g: 10
* epistitono de cauda | 0 o] o} 0| 5| 4| 7 8] 19
* gonvulsao/contratura gt 01 oL 0f 51 51 8 g g

g

* Mortes 0y 0p 1 27 51 6 167 190
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TABELA IV:~ Mortalidade em camundongos f8meas tratadas
cem testosterona gque receberam doses cres

contes de Blaletoxina IIT.

DOSE bBE BIIT TAXA DE MORTALIDADE
ug/kg de péso (%)
50 ¢
50 10
7 20
g0 50
90 60
100 80
1190 100
120 100

DLigg= 77,72368 ug/ky
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4, DISCUSSAD

Na andiise dos resultados que se referom a 8la
lotoxina YI1 podemos notar gue se trata, efetlvamente, de
ama fragdo toéxica preduzida pelas glindulas salivares de ca~
mundongos machos que promove umd sérle de reagtes biolégicas

e morte guando administradas em camundongos machos ¢ fémeas.

Fol feita a analilse de probltos em fangio das
dosas adminilstradas e suag respectivas taxaz de mortallidade.
A dose letal pars 50% da populacas estudada, chamada DLsngi
estabelecida para cada grupo estudado: camundongos machos nog
mais, camundongos fémeas normals, machos orguildectomizados e

féemeas que recebaram testosterona,
|

Fol determinado primeiramente a dose gue prove
cou 100% de mortalidade, sendo esta progressivamente dimina-

ida até desaparecer © efeito letal.

Podemos observar gue o3 machos normals, que
receberam a Silalotoxina IIT, aprasentéram Ina DLSO de
133,91 ug/ky de pso, em comparagaoc com as fémeas, que RO~
traram uma sensibilidade a ssta toxina signiflcativamente
maier{DL50 de 38,36 ug/kg de peso}, sendo portanto necessi-

ria uma dose 21,5 vezes malor de Slalotoxina III para provo-
car a morte de 50% dos camundongos machos.

Para explicar esse fato, pode-se levantar a
hipbtese de gue os camundongos machos adultos, tenham entra-

do em contato com o fator toxlico em doses fisgioldgicas, du-



i) 3

rante a fase de desenvolvimento e crescimento, apresentando
dessa forma um certo grau de tolerdncla ou imanida&é a esta
toxina. Como podemos Observar nas Tabelas I e II, a concen-
tragidc de Slalotoxdna III, que provoca a morte de 100% nos
camundongos machos & de ordem de 160 ug/kg de pEso, anquan-

to para as fémeas, & de apenas 60 ug/kg de péso.

Ao anallsarmos as manifestacdes bloldgicas a-~
presentadas pelos animais dos Grupos I e II, verificamos tam
bém gue as fémeas 530 mulito mals sensivels, pols as réagﬁes
como hiperexcitabilidade e apatla ja ze manifestam na conc.
de 10 ug/kg de peso, enguanto gue nos machos essas MeSmaEs
raacdbes O aparecem a partir da deosc de 20 ug/kg de PEIO.

{iQuadro T e IIV.

0 aparecimento das outras manifestacdes & di-
retamente proporcional &s doses, tanto para os machos conc
para as fémeas, sendo que, reacdes como tagulcardia, sudors
¢Bo, cianose e poliGria sd se manifestaram nos machos, guan
do submetidos & cono de 110 wg/kg de péso, enguaanto nas fe
meas, estas 12 ocorreram na dose de 10 ug/kg de péso. Da
mesma forma, convulsdes, contraturas e mortes comegaran a
aparecer nos machos a partir da dose de 130 ug/kg de DESC

e nas fémeas Jji se manifestaram na concentragio de 30 uyg/kg

de péso.

Bssa diferenca de sensibilidade & Slalotoxina
entre camundongos machos e Fémeas, além da possivel toleran
cia apresentada pelos machos, poderia também estar relacio=-
nado & preszenca de granulos secretdrlos nos ductos granulo-

sos das glindulas submandibulares de camundongos machos ser
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duas veres ¢ mela malor que das fémeas {JUNQUEIRA et alild,
1949} . Inbdweras evidénclas tem demonstrado gque esse dimor-

fismo estd vinculado principalmente acs horménios androgg~

At

wicos (PASQUINI et aliil, 1974; SCHWAB et alli, 1976; GRE-
SIK e BARKA, 1977) e, que os tibulos granulcsos das glandu
las submandibulares est@o sob influncla hormonal, particy

larmente dos horménios sexuals mascullnos (BOYXO o G

BROWSKI, 197Z}.

Dessa forma, tem sido sugerido que os fato-
res toxicos das glidndulas submandibulares de camundongos mg
chos estarlam localizades nos ductos granuloscos, sendo a
maloria destes também androgencos dependentes (HATAKEYAMA |

HIRAMATSU e MINAMI, 1981}.

Com a filnalldade de se verificar uma possgi-

val relagdo entre hormdnios androgénicos e a toxicidade a-

A

presentada pela Slalotoxina III, foram administradas dife—

e

rentes concentracoes desta toxina em camundongos machos or
guidectomizados, como também em camandongos fémeas previa-

mente tratadas com testosterona.

Cs camundongos machos 5rquidectomizados, a-
presentaram gma DLSO de 56,42 ug/kg em relagdo a S5iaiotoxl
na III, enguanto os machos normals tinham apresentade uma
DLSO de 131,91 ug/kyg. Portanto, a auséncla dos testliculos
g consequente defleiléneia da testosterona, aumentou signi-~
flcativamente a sensibilidade desses animais a ssta toxi-
na, sendo que a dose de 160 ug/kg necessaria para provocar
ama taxa de mortalidade de 100% fol reduzida pela metade

nos animals castrados {Tabelas T e IIXi.
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Quanto aos animals do grupo IV, fémeas previ
amente tratadas com testosterona, observou-se gue esse tra
tamento interferia signiflcativamente na sensiblllidade des
ses animals & Sialotoxina III, apresentando uma DL
77,72 ug/kg, hem acima daguela apresentada pelas femeas
normalis que era 38,36 ug/kg. Da mesma forma, a dose de 60
ug/kg de Silaleotoxina IIX gque causarlia a morte de 100% das
femeas injetadas, com a presen¢a da testosterona nos anl
mals tratados, apresentoun uma taxa de mortalildade de apa-
nas 10%, evidenclando portanto uma agdo protetora da tes-
tosterona em relagdo a toxicidade desta Slalotoxina {Tabe-

las II e IV).

o

Ouanto as manifestacoes bloldgicas, verif
cou-se gue os machos orquidectomizados Ja apresentavam rea
cSes de convulsio e contratura na dose de 60 ug/kg, enguan
to os machos normails sd apresentaram essas reactes na dose
de 130 ug/kg {(Quadro I e IIX}.

Por outro lade, as fémeas gue receberam tes-
tostercna, passaram a apresentar a maloria das reagoes ob-
servadas em doses de Slalotoxinas proporcionalmente mals
elevadas, como por exemplo as manifestacdes de sudoragao
clanose, midiase, polidria e convulsiao ogorreramn somente
a partir da dose de 80 ug/ky, enguanto as femeas normals
com testostercona J4 apresentavam sudoragac, clanose e po-
linria na dose de 10 ug/ky e convulsdo na dose de 30 ug/kg
{Quadro II & IV).

TAMES, FAVA DE MORAES e DOINE, 1983, demons-

trarvam que a crquidectomia apods 30 dlas de pbs-operatdrio,
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além de promover uma drastica reduglo do nfvel de testoste
rona circulante, provoca também uma severa atrofia doa Giic
tos granulosos, og guals tém sido considerados a fonte Pro
dutora de inameros fatores biologlcamente ativos encontra-

dos nas glandulas salivares.

Os animals do Grupo III, nao apresentaram o8
mesmos Indices da DLSO das femeas normals, possivelmante
pela presenga de andrdgenc remanescente produzlde pelas cé
lulas da zona reticular da cortex da supra renal, como tam

bém pela aglo imunoldgleoa desenvolvida antes da castracio,

ne teria uma agdo protetora.
i

O aumento da susceptibilidade & Silalotoxi
na IIT em camundongos machos castrados, € o aumento da roe-
sisténcla a essa toxina apresentadas pelas fémeas tratadas
com testostercna, reafirma as evidénclas de que as Sialoto
xinas sejam andrdgeno dependsntes, uma vez gue egtas tenm
sido lsoladas somente de glindulas submandibulares de ca-

mundongos machos (PINHEIRC, 1388).

Multos fatores blologlcos gue apresentam atl
vidade tdxica tém sido evidencilados em extratos de gzénduw
las submandibulares de camundongos. Entretanto multo pou=
ce  se sabe a respelto da funcie, mecanlsmo de agdo e espe

cificidade desgas substinclas.

ANGELETTI et alil (1565} consegulram purifi-
car parclalmente uma protelna do extrato de glandulas sub
mandibulares de camundongos machos qgue tém a capacidade de
induzir granulocitose em camundongos. Mas ndo se sabe B

esta proteina atua, diretamente ou Indiretamente, induzin-
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do a producdo de outras substincias como por exemplo, o fator
que promove a leucocitose.

TAKEDA et alii (1967), sugeriram a exiztéencia
de um fator gue causa atrofia do tecido linfatico, Segundo
LIUZZI o ANGBELETTI (19268}, o componente tOxico do extrato  do
glandulas submandibulares, que produz atrofia do timo, deve
estar associado & moléculas de natureza protéica.

Os fator@slgrotéicms contidos no extrato de
glandulas submandibulares de camundongos machos, com étivi&aw
des bioldgicas descritas acima, aparcntemente nio aprosentam
afeito letal. No entanto, em 1962, COHEN demonstrou gue extra
tes de gldndulas submandibulares de camundongos machos, pos-
suem um efeito letal tanto para camundongos recém-nascidos
guanto para adultos.

ATTARDT et alii{l965), ilsolaram uma proteina desg
se extrato gue afeta Ltecidos de origem mesodérmica. Como esta
proteina apresenta atividade proteolitica, os autores conclul
ram gue provavelmente as substineias bilologicanente ativas ob
servadas, devem ter suwa origem na degradagao. de protelnas tig
sulares pela agao da referida enzima.

LIUZZL e ANGELETTI{l§68}Jobservaram gque o fatox
tOxico presente no extrato de glandula submandibular de camup
dongos machos deve estar associado @& macromoléculas, possivel

-

mente de natureza protélea, visto gue ndo sofrew diflise & 2

=

j
dig-

o
{7

grandemente destrulda por fervura a 10

s

toxicidade fo
rante 10 minutos. Com ¢ oblietive de localizar o3 componentes
toxicos desses extratos, esses autores reallzaram o

fracionamento em colunas " Sephadex G-100 7, pH e -
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tro e verificaram gue algumas fragdes eram acentuadamante
maie toxicas gue outras.
A existéncia do fator letal fol efetivamente

comprovada a pavtir dog experimentos de HOEHIN

e,
O

£2 L.IN
{1968 = 1969} guando transplantaram glindulas submandibula-
res de camundongos machos adultos para a cavidade abdominal
de animails hospedelros. Tanto o is0 como © autotransplante
levaram ao mesmo efelto, ou seja, liberaram o fator  letal
que provecou a morte dos animals hospedeiros. A autOpsia des
tes animals revelou a existéncla de congestio periférlica e
hemorragia, mas a real "causa mortisY nic feol esclarecida ,
comg também nio & conhecida a natureza gulmica do fator le-~

tal nem seu sitio de producio.

LIN @ HOSHING (1870 e 1971} encontraram difa-
rencas ho indice de mortalidade entre camundongos machos e
femeas gue receberam o transplante de glédndulas submandibu-

ares, sen can ni : eslgtante.
1 ; da o undongo macho mals reslistente

HUANG, HOSHING o LIN{1972) estudaram ¢ sfelto
da ligagdo prévia do ducto excretor de glindulas submandiba
lares na produgac do fater letal, como também o efelto da
tegtosterona e notaram que a adminilstragido deste hormGnio
apds a llgacdo dos ductos e traneplante das gléndulas inten
sificava o eofelto do fator letal.

Posteriormente, HUANG et alll{i%77) relataram
que a susceptlibillidade ao fator letal variava quando se fa-
ziam comparacOes entre diferentes espécles animals e dliferd
am ainda segundc o sexo ¢ grau de maturagio sexual dos ca-

nundongoes.
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A familia de Slalotoxina (I, IT, III e IV) i

soladas por PINHEIRO(19288}, diferem do fator letal, por
serem substanclas de balxo peso molecular e de natureza nio
protéica, contendo carboldratos e radicals aromitices, e
principalmente por serem multo reslstente ao tratamento com

~

HC1 6N a lﬁOGC( sendo que a toxdicidade destas naco diming

b

mesme apds 10 minutos de fervara, nfo se tratando portanto,

xinas apresentam um alto grau de purificacgio guando compa-
radas aos outros fatores toxdcos descritos, cuja natureza

guimica na maloria destes & desconheclda.

AGOSTINHO{1987) determincu a DL da Slaloto

50
xina I, em camundongos de ambos 08 sexos, apresentando 0§
valores de 3,6 mg/kyg para machos e 1,05 mg/kg para fémeas,
gque corresponde a 151,2 ug/kg e 44,1 ug/kg respectivamente
em radicals fendlicos sendo portanto ligelramente menos td

xica que a Sialotoxina IITI gue apresentou respectivamente

og valores de 133,90 o 38,36 ug/kg.

BOAVENTURA{1988) investigou og efeltos da 31

alotoxina I (8I} sobre a incorporagio de glicose e o consg
mo de oxigenio pelo dlafragma de rates. Conclula gue a  SI
promove efetlvamente a redugdo do consumo de oxlgénio e &
minui a incorporacao de gllcose pele diafragma de ratos
normais e induz a uma ddninulgde no consumo de oxigénlo e

reducio na incorporacdo de glicose, mesmo em presenca de

insulina.

ALMEIDA{1981), na tentativa de expllcar par-

te doz efeitos bloldoglcos das Blalotoxinas, analisou oS8
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efeltos da Sialotoxina I sobre o hemograma, e observou que
esta toxina provoca um aumento acentuado de leucdcitos hi-
perplagsia e hipertrofia do bago além de degeneracgdo hepiti-
ca envolvende infiltracdo linfohistilocitéria, necrose e de-

sorganizagio estratural.

G presente estude confirma a agdo letal da
Sialotoxina IITI, produzida pelas glandolas submandibuilaras

de camundongos machos, cuja DL e taxa de mortalidade wva~-

50
riam com o sexo e com 08 niveils de testosterona, mostrando
haver uma interagdo entre os efeltos biolégicos desta toxi-

na e o referido hormdnio.

Embora nogssos resultadoeos sejam concordantes
com aqueles encontrados por HOSHING e LIN{1968 e 1969} gquan
do descreveram o efelto letal das glandulas submandibulares
LIN e HOSHING{1970 e 1971}, que demonstraram gue o fator ig
tal & testosterona dependente e LIUZZI e ANGELETTI (1958}
que verificaram gque o extrate de glandulas submandibulares
de camundongos adultos contém proteinas bisicas com efelto
tGxico mals acentuado nas f8meas, a sialotoxina difere des~—
tes, por nio ser de natureza protéica, ser extremamente re-
sistente ao calor e apresentar uma toxicidade cgrca de 30
vezes malor, sendo portanto necessirias concentragfes meno-
res quo aguelag encontradas por HIRAMATGLU; HATAKEYAMA; MINA
MI{1980} e HATAKBYAMA, HIRAMATEU e MINAMI{1981) guzndo de-
terminaram a dose letal de uma enzima toxica encontrada

nas gliandulas submandibulares de camundongos machos.

Outros estudos serdc necegsdrios para se slua-

cidar o mecanismo de acdo das sialeotoxinas, bem como a  oa-
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racterizacdo final de seus constitulntes o gue poderi tra-
zer Importantes informacdes a respelto da filslologla dag

glidndulas salivares.



5, CONCLUSORES

As condigbes experimentals, a andlise e a des
cricio dos resultados obtldos neste estudo, sobre a Blaloto

xina IIT, subslidiam as seguintes conclustes:

1- A Sialotoxina III, produzida pelas glandu-
las submandibulares de camundongos machos, promove, efetdva

mente, a morte de camundongos machos e fémeas.

2= Ixiste diferenca na ﬁLéQ da Slalotoxlina
I1I, entre camundongos machos e fémeas normals, sendo as
fémeas multo mals sensivels gue oz machos, sendo gue a

DLy & de 133,90894 ug/kg de péso corporal para os MaCchos

5
normals, enquanto a DLg, para fémeas normals é de

38, 35750 ug/kg de péso corporal.

3~ Os camundongos machos orguidectomizados a-
presentam uma sensibillidade malor aos efeitos tdxicos da
Sialotoxina III guando comparados aos machos nornmals, com
uma DLSO significantemnente menor, DLSOﬂ Sﬁf&i6461.

4- a adminlstragac de testosterona em camun-
dongos fémeas normals tornam-nas mals resistentes, protegen

do-as parcilalmente, dos efeltos toxicos da Sialotoxina III,

sendo a DLg,= 77,72368 ug/kyg de peso.
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7. RESUNMO

A intensio na realizac¢io desse trabalho £oi deter

minar, atraves do métode de problitos, a DLy, da Sialotoxina IIX

¥
e avaliar suas manifestacdes bioldgicas gquando administrad 1
camundongos machos normais, f8meas normais, machos crguidectomni

zados e fémeas previamente f{ratadas com testosterona.

Foram utilizados 330 camundongos (Mag Musculus al

s

binus) sendo L70 machos ¢ 1680 fameas, com 30 a 43 dias de ida~
= LA S i

de, pesando entre 25 ¢ 35 gramas noe inifcio do experimento.

jex)

Os animais foram distribuidos, casualmente, da =g

guinte forma.

GRUPO I:- Camundongos machos normais - constituldeo de 100 ani-~
mais, redistribuldos em 10 subgrupos de 106 camundongos cada, nos
guais foram administrados Bialotoxina ILI1, via 1.F. nas concen-
tragdes da 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150 & 184 115 f

-

kg de paso corporal.

de T0  ani~

i

GRUPQ II:- Camundongos fémeas normals, constituld

K]

mais, redistribuidos em 7 subgrupes de 10 camundengos cada, nos

v

guais Toram adwministrados Slalotoxina I, wia I.P. nas concan-

tragoes de 10, 20, 30, 40, 50, 55 e 60 ug/kg de plso corporal.

GRUPO I11:~ Camundongos machos orguidectomizados constituido de

70 animails, redistribuidos em 7 subgrupos de 10 camundongos ca-



e £ o

da, nes guals foran administrados Sialetoxina I1I, vias I.P. nas
concentracoes de 30, 40, 45, 50, &0, 70 o 80 ugl/ky de peso core

poral.

GRUPC IV~ Camundongos fémmas tratadas com testoﬁteroaa, cansti
tuido de 90 animals, redistribuldos em 9 gubgrupos de 10 camun-
dongos cada, nos guais foram administrados Siaimtoxina_lll, via
I.¥P., nas concentractes de 40, 50, 60, 70, B0, 80, 100, 110 =

120 ug/ko de péso corporal.

b

Os grupces foram observados durante o periodeo e

{

guatro horas apds a administracao da Sialotoxina & suas manifes
tagbes biolbgicas foram analisadas assim como a taxa de mortall

dade foli anotada.

Chegou~se a conclusde que a toxina produzida pe-
las glandulas submandibulares de camundongos machos, denominado

de Sialotoxina 111, promove, efetivamente, a morte em camandon-

]

gos machos e fémeas, sendo as fémeas muito mals zensivels e

&

o machos.

Gs machos orqguidectomizados e fémeas tratadas com

w

testosterona, mostrarvam diferengas nag reagbes aprasentadas, bem

como nas taxas de mortalidades em relagao as doses de sialotoxi

4

na administradas, guando comparadas com oz Grupos I e Ii.

Os camundongos machos castrados apresentaram mal-
oy sensibilidade 4 Sialotoxina 1T, com uma Dleg s slgnificante—
mente, menor gue a dos machos normais.

Por cutroe lado, as f8meas tratadas com testostero
na, apresentaram menor sensibilidade a esta toxina, indicando

uma DLS@ significantemente maiocr que as fémeas normais, demons-
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trando gue oste hormdnio possul uma aglio protelora contra o
efeitos tOxices da sialotoxina, oferecends subsidic para Ze

conclulr que se trata de uma substancia andrdgeno-dependente.



