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Desde a Pré-História, a serpente esteve e está 

envolvida com o homem, quer pelo temor, quer pelo pavor ou 

pelo respeito. A influência das serpentes nas antigas 

civilizações foi de grande relevância. O deus grego da cura e 

da medicina~ Esculápio, trazia uma serpente enrolada no cabo 

de um bastão, dando origem ao simbolo das profissões médicas 

e farmacêuticas. Por sua astúcia, a serpente foi adotada como 

símbolo também de Mercúrio - o deus da guerra - e :mais tarde, 

do comércio. 

Na Africa, na Asia, na América do Sul, e até na 

Europa, as serpentes já foram adoradas. No antigo Egito a 

naja - deusa Ejo - era adorada. A crença de que elas podiam, 

por exemplo, "nascer de novo" 1 por trocarem de pele, tornou·-

as símbolos de saúde e de vida. Na maioria dos casos a 

serpente representava a força do bem, mas seu lado ruim podia 

aparecer sempre, retirando sua benéfica influência. 

Foi somente no século XVII que o florentino Francisco 

Redi demonstrou a toxicidade do líquido que corria do 

aparelho venenoso de uma víbora. 

O estudo das peçonhas teve oomo precursor em nosso 

país João Batista de Lacerda que, no século passado, realizou 



no Museu Nacional algumas pesquisas sobre a farmacologia do 

veneno de serpentes brasileiras. Deve-se, entretanto, a Vital 

Br-azil Mineiro da Campanha.~ o grande desenvolvimento que 

alcançaram no Brasil as investigações sobre a profilaxia e o 

tratamento dos acidentes causados por tanatofídios, 

escorpiões e aranhas. 

Para o estudo das peçonhas em geral e também no 

contexto deste tl'abalhoJ cabe a definição dos termos peçonha, 

veneno e toxina, bem como a exposioão sucinta da sistemática 

das serpentes venenosas (HOGE, A.R., ROMANO, S.A., 1972; 

VITAL BRAZIL, O., 1982). 

A palavra "peçonha" (em inglês "venom" e em francês 

"venim") designa uma substância tóxica, produzida por um 

animal através de um órgão secretor, ou grupo altamente 

desenvolvido de células secretoras} que pode ser inoculada no 

ato da picada (MELLO LEITAO, 1848). 

Animais peçonhentos possuem, portanto, o aparelho 

inoculador de peçonha~ constituído pelas glândulas ou células 

secretoras, o dueto venenoso, os dentes ou presas e toda uma 

estrutura necessária para inoc;ular a peçonha ou veneno. 

''Veneno'' (em inglês ''poison'') por sua vez. designa 

uma substância que. em quantidades relativamente pequenas~ 

pode 1natar ou prejudicar seriamente a função de um órgão ou 

tecd.do. 



Animais venenosos possuem tecidos parcial ou 

totalmente tóxicos. O envenenamento geralmente ocorre pela 

ingestão desses tecidos. 

A palavra "peçonha" portanto tem um sentido mais 

restrito do gue "veneno". Assim, toda peçonha é veneno, mas 

nem todo veneno é peçonha (RlJSSELL, 198'7). 

O termo toxina, inicialmente empregado para descrever 

substâncias produzidas por organismos patogênicos, é hoje 

aplicado a substâncias derivadas de tecidos vegetais, animais 

ou de microorganismos e que exercem efeitos nocivos sobre 

outra planta ou animal. Ele é geralmente utilizado no sentido 

de "veneno" ou "peçonha", podendo designar a peçonha ou 

veneno integrais ou apenas um de seus componentes. 11 no 

sentido de componente que será utilizado, neste trabalho, o 

termo "toxina". 

As serpentes "verdadeiramente venenosas" ou 

peçonhentas podem ser classificadas, segundo sua dentição, em 

3 famílias: Hidrophiida.es Elapidae e Viperidae possuindo 

esta Ultima duas sub-familias: Viperinae e Crotalinae. 

As glândulas de veneno destas serpentes se localizam 

nos lados da cabeça (e pescoço) e enviam seus duetos ao longo 

das laterais supra labiais do maxilar penetrando numa bolsa 

complexa que envolve a base dos dentes maxilares modificados 

(presas), de tal modo que o veneno pode descer através de um 



sulco ou ranhura mais ou menos profundo, ou através de um 

canal central neles existente (GANS, 1978). 

RUSSELL (1979) mostrou que nas glândulas de 

Crotalinae, a inervação dos músculos é diferente daquela que 

controla o mecanismo da picadaJ permitindo que a serpente 

controle a quantidade de veneno a ser injetada. 

Quanto a dentição maxilar, as serpentes 

podem ser divididas em 4 (quatro) grupos 

(UNDERWOOD, 1979; VITAL BRAZIL, O., 1982): 

superiores 

ou séries 

Agl it'as, 

Opistóglifas~ Proteróglif'a.s e Solenóglifas, das quais somente 

as duas últimas são consideradas peçonhentas (Tanatofideos), 

O quadro a seguir mostra em resumo a classificação de 

serpentes superiores com as principais características de 

cada série, 

O "aparelho de veneno das serpentes Viper in a. e e 

C1·ota.linae é o mais eficiente em termos de velocidade e 

quantidade de veneno injetado. As conexOes frouxas entre os 

ossos da eabeça destas serpentes e a extrema mobilidade dos 

mesmos, devido a músculos craniais apropriados, possibilitam 

o direcionamento das presas para frente, em posição de 

ataque, permitindo que a serpente possa ferir e injetar o 

veneno enquanto sua boca permanece aberta fazendo um ângulo 

em torno de 90 (noventa) graus. 

Ao mesmo tempo, durante a projeção da presa, a bainha 

retrai para cima aderindo fortemente à base, colocando o 
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dueto da. glândula de veneno em justaposição com a abertura 

superior da presa. Ulii sistema tipo _seringa é assim formado, o 

qual, junto com as longas presas~ permite uma penetração 

profunda e a eficiente injeção do veneno (KOCHVA, 1887), 

GANS (1978) apresenta a provável base da sequência 

evolucionária para o desenvolvimento das glândulas de veneno 

em três etapas: 

1) A secreção se iniciou para lubrificar os 

alimentos, condicionar as membranas bucais e facilitar a 

ltmpeza e digestão de materiais que podem aderir aos tecidos, 

e em particular aos dentes. 

2) A ocorrência de algumas enzimas misturadas com as 

secreções forneceu uma pré-adaptação para a elaboração de 

proteínas e polipeptideos tóxicos; facilitando a utilização 

de pequenos corpos alimentares ingeridos, ou imobilizando 

presas maiores. 

3) Um conjunto de secreções ainda mais complexo e de 

maior volume facilitou a quebra interna do bolo alimentar, 

assim como a defesa contra predadores. 

Esta seqüência pode explicar em grande parte a 

complexidade dos venenos das serpentes, onde aproximadamente 

90% dos seus constituintes são proteínas, e os 10% restantes 

constituem compostos de baixo peso molecular, tais como 
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peptideos, nucleotideos e diversos ions (BIEBER, 1979)' 

apresentando grande diversidade de propr.iedades biológic-as. 

Cumpre salientar a importância dos estudos dos 

venenos das serpentes destinados a elucidar a sua complexa 

química, bem como a diversidade de ações composição 

simultâneas sobre os sistemas sanguíneo, respiratório .. 

cardiovascular, nervoso, etc., que apresentam as peçonhas dos 

tanatofideos. 

Nenhum outro produto natural apresenta uma mistura 

tão efetiva e de diferentes fatores, para exereer esses 

efeitos. Como conseqüência, a utilização do veneno bruto ou 

de frações impuras nas investigações científicas leva muitas 

vezes a observações e resultados contraditórios ou dúbios, 

Foi graças ao progresso das ciências neste século, em 

particular a partir do desenvolvimento de novos métodos e 

técnicas bioquímicas para o isolamento e purificação dos 

componentes dos venenos, que a obtenção de proteínas puras e 

bem caracterizadas bioquimicamente possibilitou o estudo 

farmacológico e fisiopatológico de toxinas. Este estudo tem 

levado a resultados mais conclusivos e a um melhor 

entendimento dos efeitos destas toxinas, bem como do seu 

mecanismo de ação a nivel molecular, fazendo delas valiosos 

instrumentos de pesquisa. Assim, as toxinas isoladas dos 

venenos de serpentes têm sido usadas nos estudos sobre 

excitação nervosa e condutividade ( ROSENBERG, 1971); na 



caracterização de receptores protéicos colinérgicos (CHANGEUX 

e col., 1970; ALBUQUERQUE e col., 

membranas celulares (CONDREA, 

1979); nos efeitos sobre 

1974) e sobre músculos 

esqueléticos (FOHLMAN e EAKER, 1977; GUTIERREZ e col., 1984). 

Algumas das toxinas isoladas dos venenos de serpentes 

são proteínas ou polipeptideos que interferem na transmissão 

do impulso nervoso, atuando na sinápse, ou na excitabilidade 

de células musculares, afetando processos vitais do 

organismo. 

As toxinas que agem sobre músculos e nervos, podem 

ser agrupadas em quatro classes quanto à sua atividade 

biológica (HARRIS, 1884)o 

1) Neurotoxinas pós-sinápticas (longas e curtas). 

Elas se ligam aos receptores da membrana pós-sináptíca 

causando um bloqueio neuroefetor. 

2) Cardiotoxinas ou toxinas de membranas, que 

interferem 

bíológicas. 

com a integridade funcional de membranas 

3) Neurotoxinas pré-sinápticas, que inibem a 

liberaçao de acetilcolina dos terninais nervosos motores. 

4) Miotoxinas, que danificam as fibras musculares. 

Das duas mil espécies de serpentes, aproximadamente 

450 espécies e 800 subespécies são consideradas venenosas. 



Dentre as serpentes venenosas existentes no Brasil, destaca-

se o gênero Bothrops como o responsável por cerca de 90% do 

total de acidentes ofídicos que ocorrem no país (ROSENFELD, 

1971). 

Uma das espécies desse gênero, cujos acidentes são 

gravíssimos e de alta freqüência, é a Bothrops ,iararaoussu, 

Esta serpente é de grande porte, podendo atingir até 2,20 m. 

de comprimento, Possui cabeça grande, negra, e bem 

triangular, com estria amarela pós-ocular, ostentando no 

dorso colorido de tom aveludado, em que o negro contrasta 

lindamente com o amarelo-dourado, origem de seu nome popular 

"surucucu doirada". Suas presas chegam a atingir 2cm, e ela 

produz grande quantidade de veneno (até 5,5ml ou 

aproximadamente 400mg na primeira extração) (SILVA JUNIOR, 

M., 1956; BELLUOMINL 1967) (Figura 1). 

A B. jararacussu está distribuída geograficamente em 

quase todo o território sul·~americano (SILVA JUNIOR, M., 

1856; HOGE, A.R., ROMANO, S.A., 1972): Bolívia, Paraguai, 

Uruguai. Argentina e principalmente no Brasil nas seguintes 

regiões: Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Paraná, Mato 

Grosso, São Paulo, Minas Gerais, Espírito Santo e Sul da 

Bahia. Vivem em baixadas úmidas e alagadiças (Figura 2). 

O estudo do veneno de Bothrops jarara.eussu teve seu 

inicio no lim.iar desse século, com VITAL BRAZIL e RANGEL 

PESTANA ( 1909). 



FIG. 1 ·· Bm!IKPS JARARI'CUSSU - C<Q>riBmto até 2,21!! m.; cabeça 

grande. negra e triangular; estria amarela pós-ocular; dorso 

colorido de tom aveludado (negro contrastando com amarelo

dourado). 11 'l.lfm'l solenóglifa com presas atingindo até 2 em. 

(foto gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Gi"- Puorto, 

Instituto Butantan). 
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~~ ~ Bolhrops jororocussu 

Uvan101111nta le ito pe la Pra t. Otflía N açhad ~ ,a t i 1943 

FIG. 2 - DISTRIBUICJI) GID;RAFICA DA BJ'111RPS JARAJJAa/SSU. Ocorre deste o 

cent.r<Hleste. litoral de leste e sul até a Argentina. Vivem e111 

baixwias úmidas e alagadiças, é o ll8.is ~te representante de . 

Bothrops. 
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VITAL BRAZIL (1911), observando os sinais e sintomas 

do envenenamento humano e o produzido em animais, descreveu 

não só muitas de suas características como também algumas de 

suas propriedades enzimáticas . Este autor observou que: 

1Q) os sinais e sintomas exibidos no envenenamento 

pela jararacussu se assemelhavam muito àqueles observados no 

acidente crotálico; 

2Q) o veneno exibia intensa atividade coagulante e 

discreta atividade proteolítica quando comparado com o de 

outras espécies do gênero Bothrops; 

3Q) VITAL BRAZIL (1903) verificou que o soro 

anticrotálico exercia forte ação neutralizante sobre a 

peçonha de B. jararaoussu; 

4Q) soro botrópico sozinho não neutralizava 

perfeitamente o veneno de jararacussu, fato confirmado por P . 

FRANCESCHI e col. (comunicação pessoal): em testes de 

imunodifusão observaram que a peçonha de jararacussu forma 

linhas de precipitação mais definidas frente ao anti-soro 

c rotálico do que frente ao botrópico. 

Posteriormente GONÇALVES (1956) descreveu que o 

veneno de B. jararaoussu contém um peptídeo "crotamine-like"; 

enquanto VITAL BRAZIL, O. (1966) verificou que esse veneno 

apresentava, à semelhança da crotoxina, a propriedade de 



inibir a contratura causada pela acetilcolina no diafragma 

desnervado de rato. 

Mais recentemente, QUEIROZ e col. (1984) estudaram os 

efeitos locais do veneno de B. jararacussu, após injeção 

(80~g) em músculo tibial anterior de camundongo. Os autores 

constataram que o veneno produziu necrose da fibra muscular 

seguida de alterações vasculares e trombose . A recuperação da 

fibra muscular era muito deficiente, podendo resultar em 

seqüela permanente. 

De um modo geral, os venenos botrópicos das espécies 

brasileiras foram muito pouco estudados em seus componentes 

isolados e o veneno ae B. jararacussu em particular, somente 

foi fracionado pela primeira vez em 1971 por VIDAL e STOPANI, 

que dele isolaram duas fosfolipases A2. No entanto, novas 

perspectivas 

sistemático 

surgiram a partir do 

de RODRIGUES-SIMIONI e 

primeiro trabalho 

col. ( 1983), que 

pesquisaram a ação deste veneno e de uma de suas frações 

sobre a junção neuromuscular do músculo cutâneo peitoral de 

rã . Esta fração ("pool" IV) resultante da gelfiltração do 

veneno bruto em Sephadex 

proteínas básicas cada 

aproximadamente 14.000, 

G-50, contendo principalmente duas 

de uma com peso molecular 

apresentou 'atividade hemolítica 

indireta na presença de íons Ca2+, baixa atividade 

fosfolipásica A2, não apresentou atividade proteolitica e era 

responsável pela maior parte da atividade farmacológica 

exibida pelo veneno total. Dos estudos realizados, os autores 
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observaram que a ação bloqueadora das respostas musculares a 

estímulos elétricos direto e indireto independe da atividade 

da fosfolipase A2. Sugeriram então uma ação semelhante 

cardiotoxinas para a(s) proteína(s) responsáve l (eis) 

atividade tóxica. 

à das 

pela 

No presente estudo propomo-nos a estudar a atividade 

f armacológica da fração resultante da purificação do pico 

principal (SIII), o qual apresenta atividade semelhante ao do 

pool IV de RODRIGUES-SIMIONI e col. (1983) . O pico SIII em 

subseqüente recromatografia resultou em quatro fosfolipases, 

além de uma fração de maior massa, a SIII-SPV, isenta de 

atividade fosfolipásica, mas conservando ainda ação 

bloqueadora neuromuscular e mionecrosante do veneno total . 

A fração SIII-SPV miotóxica, recebeu o nome de 

Bothropstoxina (BthTX) (HOMSI-BRANDEBURGO e col., 1988). 
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2 - O BJ.E'TIVOS 

Este trabalho tem por objetivos: 

1) Determinar o modo de ação da Bothropstoxina 

(BthTX) na junção neuromuscular de camundongos e pintainhos. 

2) Correlacionar a ação despolarizante e 

contraturante da BthTX em preparações nervo musculares. 
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3 - MATERIAIS 

3.1. VENENO, PRODUTOS QUIKICOS E FARKACOS 

Peconha - a peconha de Bothrops jararacussu utilizada 

nesta pesquisa, foi adquirida no Instituto Butantan. 

d-Tc - d-tubocurarina, Abbotty . 

Neostigmine (Prostigmine), Roche . 

TTX - tetrodotoxina p . f. Sigma. 

EGTA - 1,2 - di-(2-aminoetoxi) etano-N, N, N', N', 

ácido tetracético, Sigma, gentilmente cedida pelo Prof. Dr. 

Aníbal Vercesi. 

Sephadex G-75, Pharmacia. 

SP-Sephadex C-25, Pharmacia. 

SDS - Page duodecil sulfato de sódio - gel de 

poliacrilamida para eletroforese, Sigma. 

DNS-Cl (dansyl cloreto) e padrões de dansyl 

aminoácidos , Sigma. 

Os sais utilizados (p.a.) foram adquiridos da Merck. 
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3.2. ANIMAIS 

Camundongos e pintainhos . 

Os camundongos de linhagem SPF (swiss) de ambos os 

sexos utilizados eram procedentes do Centro de Bioterismo da 

UNICAMP, peso (30 à 40g) . 

Os pintainhos de 1 dia da linhagem HY-Line W 36 foram 

gentilmente fornecidos pela Granja ITO S/A., e utilizados 

entre 4Q e 12Q dia, peso (40 à 120g). 

3.3. EQUIPAMENTOS 

Banho Maria - Fabbe. 

Osciloscópio TEKTRONICS, modelo 3 100 com memória . 

Câmara Polaroide mod. 5C. 

Estimuladores GRASS mod. S4 e 544. 

Fisiógrafo E&M mod. P.M.P. 4A (Narco). 

Transdutores de força e deslocamento - Linear Core 

F50 ( Narco). 

Micro manipulador completo, com lupa zoom de até 80 X 

de aumento - marca Wild/Leitz. 

Esticador de vidro, para feitura de micro eletrodos -

marca David Kopf Instruments. 
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4 - H:lr.rODOS 

4.1. ENSAIOS BIOQUIKICOS 

4.1.1. CROKATOGRAFIA BK SEPHADBX G-75 

O sephadex foi equilibrado em tampão formiato de 

amônio a 0,05M, pH = 3 , 5 e empacotado numa coluna de 125 x 

2cm de diâmetro com fluxo constante de 15ml/hora em 

temperatura ambiente. O volume de cada tubo foi de 5ml e a 

leitura foi feita em espectrofotômetro em absorbância igual a 

280nm. 

4 . 1.2. CROKATOGRAFIA HK SP. SRPHADHX C-25 

A resina Sp . Sephadex C-25 foi equilibrada em tampao 

acetato de amônio 0,3M, pH = 5,0 e empacotada numa coluna de 

1, 1 x 27cm. A eluição da coluna foi feita usando-se um 

gradiente convexo de concentração de 0,1 a 1,0M de acetato de 

amônio (NH4Ac). A um erlenmeyer, inicialmente contendo 250ml 

do tampão de acetato de amônio 0,1M , pH = 5,0 a volume 

constante e diretamente conectado à coluna, ligou-se um funil 

de separação em nível superior com tampão acetato de amônio 

1 , 0M. Os picos delimitados foram liofilizados a seguir e 

guardados em ampolas seladas a -20°C. 
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4.1.3. ATIVIDADE FOSFOLIPASICA A2 

Esta foi determinada pela titulação potenciométrica 

dos ácidos graxos liberados durante 

28°C, como descrito por DE HAAS e 

a reação a pH 8,0, e 

col. (1968), usando como 

fonte de lecitina uma gema de ovo de galinha em emulsão, 

suspensa em 300ml de água destilada contendo 6mM CaCl2 e 

desoxicolato de sódio 2,7mM. Os ácidos graxos liberados foram 

titulados potenciometricamente com solução padrão de NaOH 

0,0935N, usando um pHmetro Beckman com escala expandida. A 

atividade fosfolipásica foi expressa em microequivalentes de 

base consumida por minuto e a atividade específica pelo 

número de ~ equivalentes de base consumida por minuto 

de proteína. Em cada ensaio foram utilizados 

proteína. 

4.1.4. ATIVIDADE HEHOLITICA 

por mg 

10~g de 

Foram utilizadas hemácias humanas lavadas e suspensa 

em 1:7 de tampão Tris-salina (0,8% NaCl, 0,02% KCl, Tris HCl 

10mM, pH = 7,4). Alíquotas da suspensão de eritrócitos (lml) 

foram incubadas com diferentes concentrações de BthTX e SIII 

(0 ,1ml) e 0,1ml de Tris-sal ina contendo ou não CaCl2 à 22mM. 

A concentração final de CaCl2 foi de 3,6mM. Após incubação 

por 1 hora à temperatura ambiente (25 - 30°C) as amostras 

foram centrifugadas a 150 x g. Aos sobrenadantes foi 

adicionado um cristal de NaN03 para oxidar a hemoglobina. A 

absorbãncia a 410nm foi determinada com brancos obtidos de 
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amostras incubadas sem SIII ou BthTX (CONDREA e col., 1964; 

CONDREA 1979). 

As técnicas de eletroforese, dansylação e análise de 

amino ácidos foram realizados pela Dra. Maria Inez H. 

Brandeburgo, do Departamento de Bioquímica de Ribei r ão Preto, 

USP. 

4 . 2 . ENSAIOS BIOLOGICOS 

4 . 2. 1. REGISTRO KIOGRAFICO B BLBTROFISIOLOGICO HK CAMUNDONGOS 

Pr e paração n e rvo 

c amundo ngo A atividade 

frê n ico - diafragma 

biológica das 

isolado 

frações de 

de 

B. 

jararacussu foi testada sob re a cap a cidade d a fração ativa 

(BthTX) em bloquear a transmissão neuromuscular, usando 

técnicas miográfica e eletrofisiológica . 

4.2. 1 . 1 . REGISTRO KIOGRAFICO 

Técnica: Foram usados camundongos de ambos os sexos e 

peso superior a 30 gramas. Após sacrifício do animal através 

de uma pancada na cabeça e sangria por secção dos vasos do 

pescoço, procedeu-se à retirada e montagem do hemidiafragma 

esquerdo com o nervo motor correspondente, d e acordo com a 

técnica (modificada) descrita por BULBRING usando ratos 

(1946). Como meio nutritivo usou-se a solução de Tyrode 

glicosada com a seguinte composição em mM/1 (NaCl 137; KCl 
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2,7; CaCl2 1 .8; MgCl2 0,25; NaH2P04 0,3; NaHC03 11 ,9 ; glicose 

11,1). Quando necessário, o CaCl2 foi aumentado para 10mM, ou 

excluido da composição. Em out ras condições, além da exclusão 

do Ca2+, foi adicionado o EGTA. O volume da cuba foi de 20ml 

e sua temperatura mantida constante a 37oC. Borbulhou-se a 

preparação com carbogênio (95% de 02 e 5% de C02) no banho. A 

preparação foi estimulad a direta e indiretamente através de 

seu nervo motor usando-se estimuladores Grass modelos S4 e 

844. O diafragma foi mantido por sua porção tendinosa sob 

tensão constante (2g/cm) através de um fio, ligado a um 

transdutor 

fisiógrafo E 

miográfico Linear 

& M modelo P.M.P. 

Core F50 acoplado a um 

4A para registro das tensões 

produzidas pelas contrações do músculo . Empregaram-se sempre 

estimulas supra-maximais usando-se os seguintes parâmetros: 

estimulação indireta freqüência de 0,1Hz e duração de 

0,2mseg e estimulação direta- freqüência de 0,1Hz, duracão 

de 2mseg e intensidade variável (de 70 a 90V). 

Método: Após o equilíbrio 

adicionados doses variadas de 10, 

toxina em estudo: BthTX (SIII SPV) . 

4.2.1.2. REGISTRO RLBTROFISIOLOGICO 

da preparação (30') foram 

20, 30, 40 e 60~g/ml da 

Técnica: Utilizaram-se camundongos de 30 a 40g cujo 

hemidiafragma esquerdo foi retirado com um segmento do nervo 

frênico correspondente, segundo técnica já descrita 

(4.2.1.1.). O músculo foi estendido e fixado com sua face 



I"'\ I"'\ . .:::...::.. 

torácica voltada para cima no fundo de uma cuba de perspex 

com 3cm de comprimento, 1,8cm de largura e 0,8cm de 

profundidade, através de alfinetes apropriados. A cuba foi 

preenchida com 2,5ml de solucão nutritiva glicosada de 

composioão já citada. A oxigenaoão foi feita pelo 

borbulhamento de carbogênio. o banho foi mantido à 

temperatura ambiente (25 - 30°C). Os potenciais bioelétricos 

das fibras musculares foram captados através de 

microeletrodos de vidro preenchidos com soluoão de KCl 3M e 

de resistência compreendida entre 7 - 15M0hms, e registrados 

em osciloscópio Tektronix. As micropipetas foram previamente 

preparadas e conservadas em geladeira até o momento de uso 

(NASTUK e HODGKIN, 1950; FATT e KATZ, 1952). 

Método: O registro do potencial de membrana das 

fibras musculares foi feito sob controle microscópico, 

inserindo-se a micropipeta no interior de um fibra muscular e 

medindo-se o deslocamento vertical do feixe luminoso, no 

"ecran" do osciloscópio, no momento da penetração da fibra, 

segundo as técnicas descritas por NASTUK e HODGKIN (1950) e 

FATT e KATZ (1952). Foram feitas de 5 a 10 medidas em pontos 

distintos da região da placa terminal e calculados a média 

aritmética, o desvio e o erro padrão. Procedimento semelhante 

foi feito fora da região da placa terminal. 

Além do procedimento descrito acima, introduziu-se a 

micropipeta aleatoriamente em fibras na região da placa 

terminal mantendo-a implantada por até 60 minutos . Observou-



se no "ecran" do osciloscópio as 

indicando as variações dos valores 

deflexões do feixe, 

dos potenciais de 

membrana. Em algumas experiências, 

incubadas com TTX (l~g/ml) durante 20 

da BthTX. 

as preparações foram 

minutos antes da adição 

4 .2 .1 .3. REGISTRO DO POTENCIAL COMPOSTO DO MUSCULO 

Técnica: Utilizaram-se camundongos de 30 a 40g cujo 

hemidiafragma esquerdo foi retirado com um segmento do nervo 

frênico correspondente , segundo técnica já descrita . O 

músculo foi estendido e fixado com sua face torácica voltada 

para cima no fundo de uma cuba de perspex com 3cm de 

comprimento, 1,8cm de largura e 0,8cm de profundidade, 

através de alfinetes apropriados. A cuba foi preenchida com 

2,5ml de solução nutritiva glicosada de composição já citada. 

A oxigenação foi feita pelo borbulhamento de carbogênio. O 

banho foi mantido à temperatura ambiente (25 - 30°C). O 

potencial composto do músculo foi registrado em resposta à 

estimulação elétrica (supra maximal) indireta, usando 

eletrodo de platina posicionado na s uperfície da solução 

nutritiva perpendicularmente à região de inserção do nervo no 

músculo. O sinal passando por um seguidor catódico era 

captado pelo osciloscóp i o e fotografado através de câmara 

Polaroide modelo 5C . 

Métod o: Em todas as preparações foi usada uma única 

dose de BthTX. Registrou-se o potencial de ação composto do 
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músculo antes da adição de BthTX (10~g/ml) - controle. o 

período de contato da toxina com a preparação foi de 60 

minutos. Durante este período registrou-se o potencial de 

ação composto do músculo aos 30 e 60 minutos. 

4.2.2. REGISTRO KIOGRAFICO K KLKTROFISIOLOGICO KK PINTAINHOS 

Preparação músculo biventer cervicis de pintainho 

4.2.2.1. REGISTRO KIOGRAFICO 

Técnica: A preparação foi isolada de acordo com o 

método de GINSBORG e WARRINER (1960) . Em todos os 

experimentos foram usadas aves de 4 a 12 dias. O músculo foi 

suspenso em uma cuba de 1,5ml em solução de Krebs com a 

seguinte composição em mM (NaCl 118,1; KCl 4,8; CaCl2 2,5; 

MgS04 1,2; KH2P04 1,2; NaHC03 25; glicose 11,1). Esta solução 

foi borbulhada de modo constante com carbogênio a 37°C. 

Quando necessário, o CaCl2 foi excluído da composição, e em 

outras condições, além da exclusão do Ca2+, foi adicionado o 

EGTA. Submeteu-se a preparação a uma tensão constante de 0,2 

a 0,5g com ou sem estimulação elétrica. As respostas da 

preparação ã acetilcolina (Ach) e Botropstoxina (BthTX) foram 

registradas isometricamente através de transdutor de forca e 

deslocamento (Linear Core F50) acoplado a um fisiógrafo E & M 

modelo P.M.P. 4A. 
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Método : Cada preparação foi usada para uma única dose 

de BthTX . Algumas preparações foram tratadas com d-Tc, outras 

com TTX antes de BthTX. 

4.2.2.2. REGISTRO ELRTROFISIOLOGICO 

Técnica: O registro do potencial de repouso foi feito 

através da técnica de microeletrodo intracelular, já citada 

para preparações de camundongo (4 . 2.1 . 2 . ) e adaptada para o 

músculo biventer cervicis segundo GINSBORG (1960). O volume 

da cuba foi de 2,5ml. 

Método: A preparação ficou em 

de Tyrode durante 30 minutos (tempo 

contato com a solução 

para estabilização da 

preparação). Em seguida a solução foi renovada e iniciaram-se 

as medidas ( amostra de cinco fibras) do potencial de repouso 

(controle) . Após a adição da BthTX (30~g/ml) ao banho, as 

leituras foram realizadas durante 90 minutos . 
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5 - RHSULT.AIX)S 

5.1 . FRACIONAMENTO E PURIFICAÇãO DA PEÇONHA DE B. JARARACUSSU 

O trabalho de separação, purificação e cromatografia 

das proteínas biologicamente ativas do veneno de B. 

jararacussu , foi executado nos laboratórios do Depart amento 

de Bioquímica da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto pela 

Ora. Maria Inês Homsi Brandeburgo . 

O fluxograma da purificação de proteínas ativas do 

veneno de B. jararacussu é mostrado na Figura 3. 

5. 1. 1. CENTRIFUGAÇãO DO VENERO BRUTO EH FORJHATO DE AHONIO 

COH SEPARACAO DO SOBRENADANTE 

Do veneno bruto seco de B. jararacussu, foram tomados 

cerca de 100mg e diluídos em tampão for miato de a mônia 

(NH4Fo) e o pH ajustado para 3,5 com ácido fórmico. O veneno 

diluído foi centrifugado a 480 x G durante 10' à 0°C, 

obtendo-se daí uma suspensão amarelada e limpida. 



Veneno bruto 

NH4Fo 0,05M, pH=3,5 

v 
Sobrenadante 

amarelo límpido 

Sephadex G-75 

SP-Sephadex C-25 

NH4Ac 0,1 a 2,0H, pH=5,0 

SIII SPIII** 

* Atividades coagulante e proteolítica 

** Atividade fosfolipásica 

*** Peptideos potenciadores de bradicinina 

**** Bothropstoxina (BthTX) 
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FIGURA 3 - FLlmXRWfA DE PURIJ.1Ic.êÇAO DE PRJl'KI~ BIOLOOICAHENTE ATIVAS 

00 VHNJK) DE B. jararacussu. 
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5.1.2. FILTRAÇAO EM GEL DE SEPHADHX G-75 H LOCALIZACAO DE 

ATIVIDADES HNZIHATICAS 

Alíquotas desse sobrenadante (suspensão amarelada e 

límpida- 5.1.1.) foram retiradas para leitura de absorbância 

a 280nm e dosagem de proteínas. O restante do sobrenadante 

foi submetido a filtracão em gel Sephadex G-75 (já descrito 

em materiais e métodos), obtendo um fracionamento parcial da 

peçonha de B. jararacussu conforme mostra a Figura 4. As 

fracões assim obtidas, designadas SI a SIV, foram delimitadas 

conforme indicado e depois liofilizadas. Procedeu-se à 

refiltração em gel de Sephadex G-75 da fracão SIII, nas 

mesmas condicões anteriores, para monitoração de possíveis 

contaminantes. 

5.1.2.1. ATIVIDADES COAGULANTE E PROTEOLITICA 

As atividades coagulante 

detectadas somente nas fracões SI e 

e proteolítica foram 

SII, e juntas representam 

somente 32,5% da atividade original. A fracão SIII concentrou 

toda a atividade fosfolipásica A2 do veneno bruto e não 

apresentou atividade proteolítica. A fração SIV continha 

peptídeos ativos potenciadores de bradicinina. Quanto à 

atividade fosfolipásica A2, cabe ressaltar que esta enzima 

foi purificada cerca de duas vezes, devido a diversos testes 

empregados para esta determinação, sendo considerada uma 

fração com alto grau de pureza. 
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5.1.3. CROKATOGRAFIA DE TROCA IONICA EK SP-SBPHADEX C- 25 R 

ATIVIDADE FOSFOLIPASICA 

A fração SIII, obtida da filtração em Sephadex G-75 

(5.1.2.), foi cromatografada em coluna de troca iônica 

contendo SP-Sephadex C-25, conforme já descrito em métodos 

(4.1.2 . ). Deste fracionamento obtiveram-se cinco sub-frações 

assim designadas: SIII SPI, SIII SPII, SI II SPIII, SIII SPIV 

e SIII SPV (ou BthTX), das quais somente as três primeiras 

apresentaram atividade fosfolipásica, como mostra a Figura 5. 

Cada sub-fração foi delimitada como indicado e, após diálise, 

liofilização e dosagem de proteínas, foi feita a distribuição 

e m quantidades especificas de 100 e 200ug de cada amostra em 

tubos de pyrex apropriados que foram selados a vácuo e 

guardados a -5°C. Os valores do gradiente convexo de 

con cen tração de NH4Ac, apresentados na Figura 5, são 

experimentais e foram determinados através da medida da 

condutividade nos tubos e lançados em uma reta padrão, 

traçada com concentrações molares conhecidas de NH4Ac e 

quantificadas através de um condutivímetro . 

5.1.3.1 . ATIVIDADE FOSFOLIPASICA A2 H HEKOLITICA 

A atividade fosfolipásica destas cinco sub-frações 

foi testada por 

métodos) . Por 

ensaio potenciométrico (item 4 . 1.3. 

este método a sub-fração SIII SPI 

em 

foi 

purificada por 5 vezes em relação ao veneno bruto, SIII SPII 

foi a que apresentou ma ior atividade fosfolipásica específica 
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e foi purificada por 10 vezes, enquanto que SIII SPIII 

apresentou atividade fosfolipásica específica muito baixa, 

igual a do veneno total. A sub-fração SIII SPIV apresentou 

atividade fosfolipásica residual, devendo ser mencionado que 

esta atividade só foi detectada quando se utilizaram 40~g da 

sub-fração, ao passo que para as outras amostras o mesmo 

teste foi realizado com no máximo 10~g de proteína. Mesmo 

assim, a atividade específica de SIII SPIV foi menor que a do 

veneno bruto, resultando num fator de purificação menor que 

1. 

Por outro lado, SIII SPV (BthTX) não apresentou 

atividade fosfolipásica em ensaios realizados com até 200~g 

de proteína. Também não apresentou atividade hemolítica 

direta (4.1.4. 

quantidade de 

em métodos) 

proteína (BthTX 

quando testada com 

200~g), Figura 6, 

presença de Ca2+ 3,6mM, concentração final. 

5.1.4. GRAU OH PUREZA 

a mesma 

mesmo na 

O grau de pureza da BthTX foi demonstrado pela 

detecção de apenas uma banda em eletroforese em gel de 

poliacrilamida e confirmado em SDS - Page e também pelo 

seqüenciamento 

resíduo: Ser1 

da 

Leu2 

Mete - Ileue - Leu10. 

região N- terminal até o décimo 

Phe3 - Gly4, Leu5 - Glye - His 7 -
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5.2. ENSAIOS BIOLOGI COS 

5 .2 .1 . EFEITOS DA BthTX SOBRE A PREPARACAO NERVO FRBNICO

DIAFRAGMA DE CAMUNDONGO, EM CONDICOES NORMAIS DE CALCIO 

EXTERNO ([Ca2+] = 1,8mM) 

5 . 2 .1 .1. REGI STRO DA FORCA DE CONTRACAO MUSCULAR 

Em 6 e xperiências, a BthTX na concen tração de 10 ~ g/ml 

determinou 

musculares 

apresentada) 

bloqueio total e 

ao estímulo direto 

e i ndireto , após 

irreversível das 

(não 

30 

i lustrad o 

minutos de 

respostas 

na figu r a 

i ncubação 

(Figura 7). Em 10 outros experimentos observou-se, no mesmo 

intervalo de temp o , bloque i o nun ca i nferior a 50% . O bloqueio 

não foi revertido por lavagens prolongadas (2h) ou por 

neostigmine (1~g/ml). O tempo médio para um bloqueio de 50% 

em resposta a estímulos ind iretos, foi de 49,5 ± 6,8 minutos 

(19 experimentos) e a estímulos diretos foi de 136,8 ± 22 (6 

experimentos). A p ré-incubação com Bt hTX não 

resposta característica de estímulos de 

tetanizante. Não há facilitação pós-t e tânica. 

toxina 

Usando-se doses iguais 

observou - se além do 

ou s uperiores a 

bloqueio da 

altera a 

freqüência 

1 0 ~g / m l d a 

transmissão 

neuromuscular, cont r atura (que é 

fibrilacão (visível ao microscópio 

dose dependente) e 

com aumento de 80 x) 

(Figura 7). A fibrilação foi suprimida pelo tratamento prévio 

da preparação com d-Tc - 1 0 ~ g/ml. Persistindo, no entanto, o 
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A seta indica o tEq>o de adição da BttifX - em A: ~ug,/111; em 

B: ~Dl. Bll relação a B. o t;eq>0 médio para bloqueio de m% 

das respostas a estfmlo irdireto foi (49.5 ± 6.81li.n • .FPD) em 19 

experimentos; a estímlo direto foi (136,8 ± 22 min a>m) em 6 

experiDentos. Notar a contratura e o t~ necessário para o 

bloqueio entre A e B (dose-depeo:jentes) . O traço superior. 

vertical ã direita indica a tendo usada nas preparacões (2g). 
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efeito bloqueador da BthTX sobre as respostas à est i mulação 

direta do músculo. 

5 . 2 . 1.2 . KHDI DA DO POTENCIAL OH REPOUSO 

Foram feitas 35 medidas do potencial de repouso em 

sete experiências r ealizadas. Este parâmetro foi medido antes 

e após a incubação da preparação com a BthTX (10~g/ml) 

durante 120 minutos. Comparando os valores antes da adição da 

BthTX com aqueles após a sua adição, foi evidenciada uma 

significante despolarização (p < 0,05) (Tabela I) . Comparando 

o potencial de repouso após a adição da BthTX (situação de 

controle , -80mV) com o término do experimento (120 minutos 

depois), o grau de despolarização chega a atingir -33mV, 

correpondendo a 53% (p < 0,05, n=35) (Figura 8-A e Tabela I). 

5.2.1.3. REGISTRO DO POTENCIAL DH AÇAO COMPOSTO DO MUSCULO 

Em quatro preparações 

observou-se uma completa inibição 

no potencial de ação composto 

sob estimulação 

irreversível da 

do músculo 

indireta 

amplitude 

com doses 

equivalentes de BthTX (10~g/ml); 38,3 ± 8,2% do bloqueio 

depois de 30 minutos e 79,3 ± 3% depois de 60 minutos (Figura 

9) . 
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TABELA I - MEDIDA DO POTENCIAL DE REPOUSO DA FIBRA MUSCULAR (EH -mV) 

EXP. DOSE CONTROLE BthTX 
NQ (~g/ml) Tyrode Normal Tyrode Normal 

0' 30' 0' 30' 60' 90' 120' 

80 80 40 40 24 
80 84 56 36 28 

1 10 76 88 56 28 24 
84 76 44 32 22 
88 76 40 40 20 

84 88 84 84 20 26 50 
84 86 82 78 24 68 64 

2 10 80 84 88 52 60 52 68 
72 84 82 64 52 52 68 
60 84 84 54 62 40 28 

28 20 

78 76 76 68 20 68 56 
82 80 68 60 68 60 44 

3 10 82 86 80 78 40 28 52 
80 88 84 64 40 48 36 
70 88 80 68 60 56 40 

80 74 88 64 40 32 20 
92 84 84 40 56 40 40 

4 10 82 92 64 76 60 60 32 
92 84 80 56 48 48 32 
90 88 84 78 48 42 60 

78 68 76 40 40 40 30 
68 72 80 40 40 16 28 

5 10 76 82 84 42 36 36 16 
80 80 82 56 42 24 20 
68 80 80 42 36 24 24 

80 80 88 48 60 60 28 
64 84 68 90 80 40 20 

6 10 84 80 89 80 44 40 40 
80 80 80 58 68 68 30 
80 70 84 56 64 84 40 

70 80 80 64 68 . 20 8 
60 88 60 70 20 40 68 

7 10 60 80 78 44 30 52 20 
88 80 64 60 44 16 24 
86 84 80 58 40 14 12 

M:€DIA ± 80 81,6 79 60 45 42 33 

DESVIO PADRAO 7,2 5,5 7,4 14,4 15,3 17,9 15,8 

Em cada experiência, o potencial de membrana da fibra muscular de 

diafragma isolado de camundongo foi registrado na região da placa 
terminal, nos períodos indicados. 
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Ca2+ .1.9df, no JDeSIIO intervalo de ~ (n=5). 
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RmiSTRAOO ANTBS E APC6 ADIÇlJO DE U\.tg/lll DA Btlil'X. 

A) regi.st...-o C(ntrole; 8) após ~ minutos de ca1tacto; C) após 
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evolui para bloqueio da transmissão neur<DlSCUlar. 
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5.2.2. EFEITOS DA BthTX SOBRE A PRBPARACAO NERVO FRBNICO

DIAFRAGKA DE CAMUNDONGOS, EM PRESENÇA DE ELEVADA CONCBNTRAÇAO 

DE CALCIO EXTERNO ([Ca2+) = 10mK) 

5.2 .2.1. REGISTRO DA FORÇA DE CONTRAÇAO MUSCULAR 

A pré-incubação do diafragma de camundongo com 

solução de Tyrode contendo Ca2+ 10mM, durante 20 minutos, 

protegeu a preparação do bloqueio característico pela BthTX 

( 40 minutos de contato) . A solução de Tyrode contendo Ca2+ 

10mM foi removida através de repetidas lavagens com solução 

de Tyrode normal. Repetindo-se a adição da toxina ao 

banho (10~g/ml) observa- se o aparecimento do bloqueio na 

amplitude das contrações, nas três experiências realizadas 

(Figura 10) . Elevando-se porém a dose da BthTX para 30 ou 

60~g/ml, observam-se resultados distintos daqueles descritos 

para a dose de 10~g/ml. Assim, a presença no banho de Ca2+ 

não impede de modo completo o efeito bloqueador da BthTX, e 

ainda a simpl es substituição do Tyrode Ca2+ 10mM pelo Tyrode 

normal determina o aparecimento imediato de contratura 

seguido de bloqueio total em 42 ± 6 minutos (Figur a 11). 

5.2.2.2 . MEDIDA DO POTENCIAL DE REPOUSO 

Procedimento semelhante foi usado pré-tratando a 

preparação com Tyrode contendo Ca2+ 10mM durante cerca de 4 5 

minutos, seguido 

de observação , 

da adição da BthTX (n = 5). Após 

este tratamento mostrou uma 

60 minutos 

inibição da 
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FRBHIW DIAFRltGKA DE CAMUlUHI) BS'l'IIIULêDA IHDIRETAHEHTB CDf 

PUlS1S SUPRA HAXIHAIS DE 0,e511% R "·~- Ha presente 

experiência a preparação foi banhada ema Tyrode noi'IIZll 

(CQiltrole), indicado com o sfdlolo *, e Tyrode com Ca2+ tedf 

após 45 minutos de observação, ildicado pelo simol.o A . A 

seta JDOStra o pmto de adição da Butrl (~IÜ). Bla V. m.ün. 

após a alicio da Btltl'I. a preparacio foi lavada caa brode 

nonaal (:k). Hotar o efeito ccntrablrlmte au:cante imediato à 

I e o tapo llinutos, n=3). A 

barra vertical representa teosio de 2g. 
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despolarização produzida pela BthTX. Essa proteção dada pela 

alta concentração de cálcio mostrou que o potencial de 

repouso flutuou em torno do valor controle du r ante os 120 

minutos de observação (n = 25 medidas) (Tabela II e Figura 

8-B) . Porém, depois de l avar sucessivame n te com solu ção de 

Tyrode normal, uma nova adição de BthTX deter minou o 

aparecimento do efeito despolar1.'zante . (p < ~ ~s n-3) não , ~, ~ , - , 

mostrado na figura. 

5.2.3. EFEITOS DA BthTX SOBRE A PREPARACAO NERVO FRRNICO

DIAFRAGMA DE CAMUNDONGOS, I NCUBADOS COM d- Tc (10~/ml) OU COM 

TTX (l~ g/ ml) 

5 . 2.3. 1 . MEDIDA DO POTENCIAL DE REPOUSO DA FIBRA MUSCULAR 

A incubação dos diafragmas durante 20 minutos com 

d-Tc (10ug/ml) ou com TTX (lug/ml) antes da adição da BthTX 

nas doses de 10 e 20ug/ml (n =6), não altera a capacidade 

despolarizante desta tox i na (Tabela III) . Ou seja, os valo r es 

dos potenciais de repouso passaram de -81,3mV para -39mV em 

um período de 120 minutos, a exemplo do que ocorre em 

músculos não tratados (Tabe l a!). Aumentando-se a 

concentração de Bt hTX para 20ug/ml, obtem-se um nível de 

despolarização ainda maior no mesmo período de tempo (Tabela 

III). ~ importante salientar que os valores dos desvios das 

médias são cada vez maiores ao 

à medida em que se intensifica 

característica da BthTX induzir 

longo do período de incubação, 

o efeito despolarizante. g uma 

a despolarização das fibras 
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TABELA II - KHDI DA 00 ~AL DE Rm'UJSO DA FIBRA KUOCULAR {EK -.V) 

EXP. OOSE 
NQ (~ml) 

1 

2 

3 10 

4 

5 

H1IDIA ± 
DESVIO PADRNJ 

CONTROLE 
Tyrcde (Ca2+ 10 mM) 

0' 

84 
80 
84 
84 
82 

.82 
78 
84 
80 
82 

96 
86 
76 
88 
88 

76 
78 
72 
74 
68 

88 
84 
70 
80 
80 

81 
6,2 

84 
86 
84 
84 
82 

80 
72 
78 
78 
80 

86 
82 
80 
80 
80 

76 
68 
80 
76 
78 

84 
84 
72 
64 
80 

79 
5,4 

0' 

88 
80 
80 
80 
80 

80 
82 
78 
78 
78 

88 
86 
86 
82 
84 

68 
72 
84 
80 
74 

72 
74 
68 
80 
80 

79 
5,5 

BthTX 
Tyrcde (Ca2+ 10 mM) 

78 
82 
84 
80 
80 

84 
84 
78 
68 
64 

80 
84 
86 
86 
86 

80 
80 
70 
76 
72 

84 
72 
78 
72 
80 

79 
6,0 

60' 

76 
80 
80 
80 
80 

80 
80 
82 
72 
68 

80 
80 
84 
82 
78 

80 
80 
70 
82 
84 

80 
60 
76 
76 
70 

78 
5,6 

00' 120' 

78 
78 
80 
70 
72 

84 
84 
80 
76 
70 

80 
80 
80 
82 
82 

00 
76 
80 
70 
70 

78 
70 
80 
80 
80 

78 
5,6 

72 
80 
78 
74 
74 

80 
80 
80 
78 
68 

86 
82 
80 
80 
80 

68 
68 
84 
80 
80 

72 
72 
80 
74 
74 

77 
5,0 

Em cada experiência determinou-se o potencial de membrana do 
músculo diafragma isolado de camundongo na região das placas 
terminais, nos períodos indicados . Os dados correspondem a média± 
desvio padrão dos valores dos potenciais de membrana em cinco 
experimentos com a dose de 101-Wml, banhado com Ca2+ 10mM -
condição de controle - e Ca2+ ~ + BthTX, onde o potencial de 
repouso flutua em torno dos valores controle. 
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EXP. CX>NTROLE INCUBAÇ1tD BthTX + dTc 
NQ Tyrooe Normal dTc 10~ml 10~ml 

0' ~- 20' 0' ~- 60' 00' 120' 

00 00 82 00 68 68 00 4Ql 
88 70 86 72 72 68 48 60 

1 68 88 64 00 76 64 64 56 
82 82 86 64 00 8f2J 8f2J 70 
8f2J 8f2J 88 88 74 74 76 68 

82 98 80 00 80 48 60 34 
72 8f2J 84 72 60 70 34 34 

2 86 92 00 00 60 00 4Ql 44 
96 82 88 82 52 4Ql 60 52 
86 78 00 70 64 4Ql 52 30 

84 86 76 94 00 76 54 12 
78 00 84 84 44 58 36 18 

3 74 74 88 00 00 00 32 20 
00 82 88 84 84 00 32 24 
84 84 80 00 70 64 4Ql 18 

88 78 88 70 70 70 52 40 
76 00 72 82 68 00 40 34 

4 82 78 00 78 76 82 72 52 
00 78 00 84 84 74 72 44 
00 78 84 00 68 76 72 30 

MliD.± 81.3 81.4 82.9 80.2 69 68 54.8 39 
SD 6.2 6.1 6.5 7.6 12.3 13 16.6 16.7 

EXP. CX>NTROLE INCUBAÇtr.O BthTX + dTc 
NQ Tyrooe Normal dTc 10~J,g/ml 20~ml 

0' 30' 20' 0' 30 ' 60' 00' 120' 

96 78 88 80 76 64 46 4 
88 76 88 00 70 64 18 2 

1 88 88 72 80 72 62 34 4 
00 90 92 00 82 60 28 2 
84 86 82 72 78 68 42 2 

00 80 00 78 w 48 20 34 
00 00 76 80 78 36 16 48 

2 68 80 80 94 76 ~ 76 36 
78 74 84 82 60 40 16 40 
68 74 84 80 68 68 80 76 

MliD.± 82 80.6 82.6 80.6 73 54 37.6 24.6 
SD 9.1 5.6 5.9 5.4 6.3 14.2 23.8 25.9 

Em cada experiência determinou-se o potencial de membrana (-mV) do 
músculo diafragma isolado de camundongo na regiao da placa terminal, 
nos períodos indicados. Os dados correspondem a média ± desvio padrão 
dos valores dos potenciais de membrana em quatro experimentos com a 
dose de 10~ml e dois experimentos com 20~ml. 
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de modo irregular. Assim, fibras vizinhas podem exibir níveis 

normais de polaridade, além disso , em algumas fibras, a 

simples introdução da micropipeta pode desencadear o processo 

de despolarização. O tratamento feito com a TTX lug/ml seguiu 

o mesmo protocolo do experimen to com a d-Tc e os r esultados 

obtidos, não mostrados aqui, foram semelhantes. 

5.2.4. RFRITO DA BthTX SOBRE A PRRPARACAO BIVHNTER CHRVICIS 

DE PINTAI NHO 

5.2 .4.1. AMPLITUDE DAS RESPOSTAS MUSCULARES ' A BthTX e Ach 

Com o objetivo de relacionar as ações farmacológicas 

da Bothropstoxina com as das Cardiotoxinas, foram realizadas 

experiências em músculo biventer cervicis de pintainho por se 

tratar de preparação de escolha para o estudo de substâncias 

que exibem atividade despolarizante, GINSBORG e WARRINER 

( 1960) e GINSBORG (1960) . 

A Figura 12-A mostra uma experiência típica em que a 

BthTX (50ug/ml) determinou uma contratura com amplitude 

máxima de 15mm, atingidos após 23 minutos da adição da toxina 

ao banho- tempo de contratura máxima (TCM). Em seis (6) 

experiências realizadas, 

tendo como valores médios 

31,8 ± 14,8 milímetros 

contratura (Tabela IV). 

este efeito mostrou-se constante , 

44,8 ± 15,6 minutos para o TCM e 

para a amplitude máxima de 
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lavagem da preparaçio 3 a 4 vezes. Botar a redldo do Tal ma 

8 e a IIJ.JSência de efeito da Btta% em C. A barra vertical 

indica tensão de e. fg. 



4 8 

As respostas do músculo à Ach, após a contratura induzida 

pela BthTX, mostraram-se diminuídas em 6 experiências na 

ordem de 59%; mantidas em duas; ausentes em uma. 

5.2.4.2. EFEITO DO KRKBS MODIFICADO SOBRE A ATIVIDADE DA 

BthTX 

Incubando-se a preparação durante 30 minutos com 

Krebs sem cálcio antes da adição da BthTX, obteve-se uma 

redução no TCM da ordem de 88% quando comparada com o mesmo 

parâmetro em Krebs normal (Figura 12-B) ou seja, o valor de 

TCM (tempo de contratura máxima) passa 

normal) para 5,5 minutos (Krebs sem 

obse rvado também na Tabela IV. 

de 44,8 minutos (Krebs 

Ca2+) como pode ser 

com 

A Figura 12-C mostra ainda que a 

Krebs sem cálcio acrescido de 

incubação do músculo 

EGTA 1mM, inibe a 

capacidade contraturante da BthTX. 

5.2.4 . 3. EFEITO DA d- Tc 

CONTRATURANTK DA BthTX 

(19~/Dl) SOBRE A CAPACIDADE 

Em 4 experiências, a d-tubocurarina (d-Tc) na dose de 

10~g/ml não interferiu com o efeito contraturante da BthTX 

(Figura 13). 
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T.ABKLA IV - HFKl'IU DA VARIACJi) NA <XIfCHH'I'RêC2i 00 Ca2+- SERH A <nn'RATURA 00 

KUSCULO BIVHNTHR CKRVICIS DE Pnrf.AINIIJ, INDUZIDA P.KLA Btttl'X (fa®'lll). 

MODIFICAÇ1ID NA NQ DE TEMPO DE ffiNTRA- AMPLITUDE MAXIMA DE 
SOLUÇAO DE KREBS EXP TURA MAXIMA (TCM) ffiNTRATURA 

EM MINUTOS REDUÇ1ID EM MILIMETROS AUMENTO 
PERCENTUAL PERCENTUAL 

ffiNTROLE 6 44.8 ± 15.6 31.8 ± 14.8 
(0,28gjl) 

[ O ] Ca2 + 4 5.5 ± 0.96 88% 47 .7 ± 16.5 50% 

[ O J Ca2 + + 2 
EGTA 1mM 

TCM - Tempo necessário para que a contratura atinja sua amplitude máxima 
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FIG- 13 - RlilHSTI{) DA cnn'RATURA MUSCULAR 00 B:rvmn.'RR CERVICIS DR 

PINT.AINOO INOOZIDA PELA Btltl'X RK PRHSEHCA DR d-Tc {U\Jg,/lll.}. 

Notar a persistência do efeito contraturante típico da Btltl'X 

{~111} {seta} e o bloqueio parcial das respostas do 

oísculo à Ach { ll\Jg/111}. A barra vertical representa t.ma 

tensão de 0, 5g. 
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5.2. 4 .4 . KHDIDA DO POTENCIAL DE REPOUSO DA FIBRA MUSCULAR 

A Tabela V mostra as medidas do potencial de r epous o de 

membrana do músculo biventer cervicis (n = 2). Nota-se que a 

BthTX induz uma visível despolarização na dose de 30~g/ml em 

90 minutos de observação. Nesta preparação, em nossas 

condições experimentais, foi possivel ident i ficar uma 

correlação direta entre o 

despolarizante (Figura 14) . 

efeito contraturante 

Observa-se ainda 

e 

que 

o 

a 

persistência da despolarizacão coincide com o re l axa mento 

muscular e a volta da preparação a uma tensão próxima a uma 

situação de controle . 
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TABELA V - KIDIDA 00 PC1l'BfCIAL DE RHPOOSO DAS FIBRAS 00 KUSCUID 

B!Vmn'ER CERVICIS DE PIN'I'.AIHII) (mf -mV). 

CONTROLE Krebs + BthTX (3eJ~ m l) 

Krebs normal 

n 5' 1.0 ' 0 ' 5' 1.0' 15' 20' 30' 45' 60' 75' 00' 

40 32 40 28 36 30 40 28 14 20 12 16 
40 44 40 36 3eJ 28 3eJ 12 2f2.l 18 24 2f2.l 

1 46 44 38 26 28 12 22 18 22 16 2f2.l 14 
48 32 46 . 40 32 24 36 22 16 24 16 24 
44 34 3eJ 36 40 34 28 24 26 16 14 18 

46 40 40 44 44 20 24 24 22 14 20 16 
48 42 44 36 28 2f2.l 28 2f2.l 36 12 20 14 

2 40 36 44 28 14 16 12 16 40 16 10 16 
40 46 30 30 14 20 14 2f2.l 2f2.l 16 12 12 
44 42 32 46 20 28 28 32 20 2f2.l 20 20 

Héd .43,6 39,2 38,4 35,0 28,6 23,2 26,2 21,6 23,6 17,2 16,8 17,0 
Pme 1,0 1,6 1,8 2,2 3,2 0,9 2,7 1,8 2,6 1,0 1,4 1,1 

O Potencial de Repouso médio (controle) é de -43,6mV (em músculo b. 

cervicis de pintainho), enquanto que o de mamífero (em músculo diafragma 

de camundongo) é -80mV. Notar a despólarizacão à partir dos 60 minutos 

após a BthTX (n = 2). 
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FIG. 14 - MEDIDA 00 PUfHNCIAL DH RHPOOSO H DA <Dn'RAW RA HK PRHPAR!lCAD 

BIVFBI'BR CKRVICIS OH PINTAINHO. 

A) Cc:ntrole da medida do potencial de med>rana ( o--o) Dédia + 

Bpm (n = 2); B) correlacRo entre o potencial de membrana e a 

~litude da cmtratura ( .-e) iniuzi.da pela BtttrX ( ~111.) 

durante aJ minutos de observação ( n variando de 3 a 6). A seta 

indica a ad.icão da Btlil'X. 
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6 - DISC::USS.AQ 

Nossos resultados demonstram que a Bothropstoxina 

( BthTX) isolada do veneno de Bothrops ja.ra.1·a.cussU despolariza 

a membrana da fibra muscular ao 

contratura e bloqueio, sugerindo 

entre sua ação despolarizante em 

mesmo tempo em que evoca 

desta forma uma correlação 

membranas e seus efeitos 

musculares. O aparecimento desses efeitos em preparações 

c urarizadas bem como o bloqueio incompleto da resposta à 

acetil c olina (preparação biventer cervicis) sugerem a não 

participaçao de receptores colinêrgicos . Mais ainda, o fato 

de a TTX nao impedir os efeitos da BthTX descarta a ativaoão 

de canais de sódio como provável mecanismo de ação desta 

t oxina . 

Despolarização resistente à tetrodotoxina foi 

descrita pela primeira vez por EARL e EXCELL (1972) com 

cardiotoxina (CTX) de N. nivea. e por MADEDDU e col., (1985) 

c om alphalatrotoxina . CHANG (1979), baseado em experimentos 

usando músculos tratados com glicerol, e HARVEY e col. 

(1982), utilizando preparação isolada muscular cuja membrana 

havia sido removida, deduziram que a CTX age em membranas 

celulares . 
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A contratura e despolarização induzidas pela BthTX 

foram completamente inibidas pelo aumento da concentração de 

Ca2+ de 1,8 para 10mM como descrito para CTX (TAZZIEF

DEPIERRE e col., 1969; EARL e EXCELL, 1971; CHANG e col., 

1972; LIN SHIAU e col., 1976). Para a CTX este resultado foi 

atribuído à possibilidade de que ela atue sobre os sítios de 

ligação do cálcio na membrana (HARVEY, 1985). Além disso, a 

contratura e o bloqueio evocados por altas doses (30-60~g) de 

BthTX, foram inibidos pelo aumento da concentração externa de 

Ca2+ (10mM) . Entretanto, os efeitos característicos da toxina 

manifestaram-se quando o excesso de Ca2+ foi removido por 

repetidas 

resultado 

respostas 

lavagens 

sugere que 

à BthTX, 

com soluçao 

Ca2+ 10mM, 

não impediu 

de Tyrode normal . Este 

embora capaz de inibir as 

sua ligação a sítios 

espec íficos na membrana. o que possibilitou o aparecimento 

ulterior dos efeitos característicos da toxina . 

O aumento da amplitude da contratura induzida pela 

BthTX em preparações de pintainho banhadas com solução de 

Krebs isenta de Ca2+ (0mM) ou a inibição de seu efeito por 

EGTA ou Ca2+ (10mM) (em preparações de camundongo) lembram os 

efeitos da CTX em músculo biventer cervicis (LIN SHIAU e 

col., 1976). 

Embora o significado destes resultados ainda não 

esteja esclarecido, poderíamos sugerir que a BthTX possua uma 

ação direta sobre a membrana da fibra muscular, à semelhança 

da CTX. Porque o cálcio tem um papel importante em manter a 



integridade funcional de membranas biológicas e porque 0 

cálcio é o gatilho para contracoes musculares, é atrativo 

supor 

algum 

que a BthTX, como as cardiotoxinas, interferiria de 

modo com a ligação do cálcio às membranas. (HARVEY, 

1985). 

Consideramos relevante que a BthTX seja a primeira 

proteina homogênea obtida de uma espécie de Bothrops com 

características de cardiotoxina. Ainda que semelhante a 

muitas toxinas de venenos de cobras ativas na membrana, a 

BthTX possui propriedades bioquímicas de fosfolipase A2, isto 

é, similaridade em peso molecu lar e composicao de 

aminoácidos. Entretanto, a toxina não mostra nenhuma 

atividade fosfolipásica (HOMSI-BRANOEBURGO e col., 1988; 

GUTIERREZ e LOMONTE, 1989), e também não tem a atividade 

hemolitica observada no Pool IV (RODRIGUES-SIMIONI e col . , 

1983). 

O conceito de toxinas membrana- ativas originalmente 

considerado como característica de veneno de Elapidae pode 

precisar ser revisto em vista da presença de toxinas 

similares em venenos de certas espécies de crotalinae como B. 

jararacussu (ROORIGUES - SIMIONI 

Crotalus scutulatus (BIEBER 

(GUTIERREZ, 1989). 

e col. , 1983), 

e col ., 1979) e 

veneno de 

B. nummifer 



desde 

7_ RESUMO 

A peçonha de B. jararacussu tem sido 

o inicio do século. Recentemente 
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objeto de estudo 

foi realizado um 

estudo sistemático do veneno total e de suas frações. Neste 

estudo foi identificado, através de cromatografia por gel 

filtração, o pico de maior massa (o pool IV ou SIII) como o 

responsável pela atividade do veneno bruto na junç~ 0 

neuromuscular. 

O presente trabalho refere-se aos efe i tos da fração 

purificada, 

SIII, isenta 

oriunda da recromatografia do pico principal 

de atividades fosfolipásica e hemolítica, sobre 

a junção neuromuscular. A fração purificada foi chamada de 

Bothropstoxina (BthTX) . Exibe um peso molecular de 13.000. 

A BthTX foi estudada em duas preparações distintas: 

de camundongo (frênico diafragma) e de pintainho ( biventer 

cervic is). 
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8 - CONCI...USCJ.ES 

A partir das experiências realizadas conclui-se que: 

1) Os efeitos da BthTX registrados sobre a junça0 

neuromuscular são contratura, bloqueio, despolarizacão e 

abolição do potencial de ação composto. 

2) Em ave, há uma correlação positiva entre o 

fenômeno de despolarização e contratura. 

3) A atividade bloqueadora da junção neuromuscular 

não envolve a · participação do receptor nicotinico nem a 

ativação de canal de Na+. 

4) O bloqueio das respostas musculares se deve 

provavelmente ao fenômeno de despolarização persistente . 

5) O aumento na concentração do cálcio externo 

(Tyrode e Krebs Ca2+ 10mM) inibe a atividade biológica da 

BthTX, quando em dose igual a 10~g/ml. Entretanto, após a 

retirada do excesso de Ca2+, a adição de nova dose da toxina 

promove o efeito característico. Em concentrações superiores 

(30 a 60~g/ml), a inibição do efeito é parcial, e após a 

lavagem da preparacao instalam-se, de modo imediato, 

contratura e bloqueio irreversiveis, sugerindo que a toxina 

se fixe à membrana. 
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6) A elevada concentração de Ca2+ (10mM) inibe os 

efeitos da BthTX. Sua ausência (Ca2+ 0mM) determina a 

exacerbação dos mesmos. EGTA adicionada a solucão sem Ca2+ 

abole completamente os efeitos da BthTX. Resultados 

semelhantes obtidos com a CTX levaram à sugestão de que a 

toxina atue sobre os sítios de ligação de Ca2+ na membrana. 

7) As semelhanças observadas entre a BthTX e as CTXs 

justificam a inclusão da BthTX no grupo de toxinas ativas em 

membranas, até agora características da família Elapidae . 
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9 - ABSTRACT' 

The effects of Bothropstoxin, a component from 

Bothrops jaJ'al·aoussu snake venom on the nwuse and chick 

muscle preparations. 

Bothropstoxin on the mouse preparations inhibited 

muscle twitch tension, evoked either directly or indirectly 

through the motor nerve and abolished the compound action 

potential of the muscle with a similar time course of action. 

The toxin evoked membrane depolarization and that effect was 

inhibited in the presence of 10mM Ca2+. 

On chick muscle, the toxin induced a contracture that 

reached the maximum amplitude in 44.8 ± 15.6 min (n = 6) and 

was not blocked by d-Tc nor TTX. The time course of the 

maximum amplitude was shorted in Krebs solutions Ca2+ free 

(5.5 ± 1.0 min, n = 4). The contracture induced by toxin was 

completely inhibited in Krebs Ca2+ free plus lmM EGTA. 

As it lacks PLA2, protease and hemolytic activity, it 

may belong to the class of cardiotoxins. 
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