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1. ERTRODUCHRD

Desde a Pré-Histéria, a serpsnte ggteve e estd
envolvida oom o hemém,. gquer pelo temor, quer pelo paver ou
pelo respeito, A influéneiz das serpentes naz antigas
civilizacdes fol de grande relevéncia. O deus grego da cura e
da medicina, Esculdpio, trazis uma serpente enrolads no cabo
de um  bastio, dasndo origem ao simbole daz profissbes médicas
e farmacéuticas. Por sus astdcis, 2 serpente foil adotads como
simbolo também de Hercirioc - o deus da gusrra - & mais tarde,

do coméroio.

Hae Africs, ng Asia, ns Amérieca do %Sul, & até na
Europs, as gserpentes J& foram adoradas. Ho antige Egito =
naia - deusa Eio - ers azdorzda. A crenga de que elss podism,
par exsmple, “nascer de nove”, por tyoesrem de pele, tornou-
s simbolos de saidde e de vids. ﬁa maioria dos o¢rsces =
gssrpente representava a forga do bem, mas seu lado ruim podia

aparecer sempre, retirandce sus benéfica influéncia.

Foi somente no século IVIT gue o fleorentine Franciseo
Bedi demonstrony s toxicidade do  1iguido gque oorris  do

apareiho venenoso de umsa vibors.

0 estudo das peconhag teve CORO  Drecursor em  NosSso

pais Jodo Batiste de Lacerda que, no século passado, realizou



ng  Husew Nacional algumas pesquisas  sobre s farmacaologias do
venane de gerpentes brasileirss. Deve-se, entratanto, a Vital
drazil Hineiro da Campanhs, ¢ grande desenvolvimento que
sloangaram no Brasil as investigsodes sobre s profilaxia e o
tratamsnto doa acidentes causados por tanatofidios,

esooreidss & aranhas.

Para o estudo das peconhas em geral e também no
contexto deste trabslheo, cabe s definic8c dos termes pegonha,
venenc & toxina, bes como & exposiclo sucinta da sistemdtics
dag serpentes vesnenosas (HOGE, A.R., ROMARG, 5.A., 1872

YiTAL BRAZIL, 0., 1882).

& palavra “pegonha’ {(em inglés “venow” e em francés
"venip'r designs umz substincis tdéxien, produzida por unm
animsl stravés de am Srgfa  mecretor, oun grupo altamente
desenveolvido de palulas secretoras, gue pode ser inoculadsa no

ato da pileads {MELLO LEITAD, 1848).

Animaisg peconhentos possuem, poribanto, o aparelho
inceulador de pegonha, constituideo pelas glindulas ou células
smeretoras, ¢ ducto venenosg, o dentes ou presass & toda una

satrutura necessiris pars inoccular a peconha ou veneno.

"Yeneno” {ew inglés “"poison”) por sua vez, designsa
uma substédneis gue, em guantidades relativamente peguenss,
pade matar ou prejudicar seriamente a2 fungfio de um Srgico  on

tenide,



Animais VENBNOROR possven tecidos parciasl au
totalmente tdxicom. 0 envensnsmento gerslmente acorre pela

ingestis desses tecidos.

A palsavrs “peconha’ portanto ftem um  sentide mais
regtrito do gue “"veneno”. Assim, toda peconha é veneno, mas

nem todo veneno & pegonha (RUSSELL, 1887y,

 termo toxina, inicialmente empregsdo pars degcrever
substineiss produzidas por organismos patogénicos, &  hoje
aplicado & subsifnciss derivadsas de tecidos vegetsis, aninais
o de microorganismos e que  sxercem efeitos noecivos  sobre
csutra planta ou animal. Ele & geralmente utilizado no gentide
de “venenn' ou “peconhs’, podendo degignsr & pegonha ou
venene integralils  ou spenss um de s@eus componentes. E ono
sentido  de componente gue gerd utilizsdo, neste trabalhe, o

termo “toxins”.

A serpentes “verdadeiramnente venenoassag” o
peconhentas podem mer oclasgificsdas, segundo sus denticlao, en
3 familiawn: Hidreophiidae, EKlapidae o Viperidae , possuindo

egts Gltisa duss sub-familias: Viperinae s Crotalinse.

s glindulas de veneno destaz serpentes se localizam
nas lados da csbeps {e pescoco) e enviap smens ductos ao longo
das lstersis supra lsbisils do maxilsr penetrando numa bolsa
complexs gue envolve g bage dog dentes maxilares modificados

{prasasy, de tal mode que o venano pode descer através de um
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sulco  ou ranhura mails ou mencs profunds, ou através de um

canal central neles existente (GANS, 18978).

RUSEELL (1479 mostron  gue nas Eléndulas de
Crotalinae, s inervacic dos miseulons & diferente dagnels gue
controla o mecanismo da picada, permitinde gque a smerpente

controle s quantidsde de veneno 8 ser indetads.

Guanto a dentigio mazilay, sas serpentes superiocres
poden sayr divididss em 4 {quatro) Erupos on aéries
{ SHDERWOOD, 1878; VITAL BRAZIL, 0., 1882} dgiifas,
Opistoglifar, Froteréglifas ¢ Bolendglifas, das gusis somente
az doss dltimss sfo consideradas pegonhentas (Tanatofideos).
{0 guasdro a seguilr mostra em ryesumoe &8 olassificacieo de
serpentes =upericres com as principals carscteristicss de

cuda gsérie.

0 Taparsliho de venence” das serpentes Viperinse e
Crotalinae € o maiz eficlente em termos de velocidade e
guantidade de veneno injetado. As  conexdes frouxas entre os
ossns  da cabegs destas serpentes & A extrema mobilidade dos
menmos, Jdevido 2 misculos cranisis aproprisdeos,. posgsibilitam
¢ direcionamento dag presss pars frente, em posiglo de
atague, permitindo que & serpente possa ferir e injetsr o
vaneng enquanto sua boca permansce  aberta fazendos um  dngulo

em torno de 98 {noventa) graus.

Ao mesmo tempo, durante s projsclo da presa, a bainhs

retradl para oima aderindge fortemente & base, colocando o
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ducto da gléndula de veneno em Justaposicio com &8 abertura
guperior da presa. Um sistems tipo seringa & assim formade, o
gual, junto com as  longss presas, permite uma penetragio

profunda e 8 eficiente injegHo do veneno (KOQHVA, 19873,

ANS (1878 apresenta & provéavel base da sequéneia
gvolucionédria para o© degenvolvimento das glindulas de veneno

em trég etapas:

1Yy A Secregio se  iniciouw OAra lubrificar o8
alimentos, condicionar &3 membranas bucsis & facilitar a
limpeza o digestio de materisis gue poden aderir sos tecidos,

e gm particular zos dentes,

23 A ooorréncia de algumas snzimag misturadazs com sas
secregdes  fornecen ums pré-adaptacdo para a elaborsacio de
proteinas e polipeptideons téwicos, fasilitando o ubtilizsgds
de peguenos ocorpos glimentares ingeridos, ou  imobilizando

presas malores.

3y Um conduntoe de secrecdses zinds mais complexoe & de
maior volume facilitou 8 guebra interna do bolo salimentar,

aszin como z defess contrs predadores.

Hata segiéneis pode explicar em grande parte a
conplexidade dos  venenos das serpentes, onde aproximadamente
% dozx ez constituintes sfdo proteings, e as 1% restantes

conmtituen compostos de baixo peso melecular, teis como



peptidecs, nuclsotidecs & diversos ions ({BIEBER, 18783,

apregentando grande diversidade de propriedades bBiclogicas,

Cumpre salientar a iumportfnecia dos egtudes dos
venenos das serpentes destinadog z elucidar 8 =us complexs
conposigio guimica, ben ooms " diversidade de agtes
gintltdness sobre of gistemss sanguineo, respiratorio,
cardiovagnular, nervoso, steo., gue apresentam as peconhas dosg

tanatofideos.

Henhum outroe produto oaturasl apresenta uma mistura
t8o  efevtiva e de diferentes fatores, pars exercer eszes
efeitos. Como conseqiiéncia, a utilizscio do vensno bruto ou
de fracles impuras nags investigscdes clentificas leva muitas

veres a obhservacdes & resultados contraditarios oun didbioz,

Foi gragas 80 progresso das cliéneliss neste séonlo, em
particelsr =& partir do degenvolvimente de novos méiodozs =
tédcnicas bioguimicas pars o isclamente e purificag#ic dos
componentes dog  venenos, gque s obtencio de proteinas purss e
hem oaracterizadas bioguimlcamente posgibilitou ¢ estudo
farmacoldgico & fisiopatoldgico de toxinas. Este estudo tem
levado a resultados mnais oconclusivos e a  um melhor
sntendinente dos efeitos degitas tfoxinasg, bem comnc do  seu
mecanisng  de agice 8 nivel molecglar, fezendo delax valiosos
ingtrumentog de pesguisa.  Assim, as  toxinas  igoladas dos
venenos de serpenteg  tém  sidoe usadas nos  estudos  sohre

gxcitagia nervosa € ocondulividads { ROSERBERG, 18713 ns=
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caracterizagio de receptores protédicos colindrgices (CHANGRUX
& ool., 187@; ALBUQUERGUE e col., 1878): noz efeitos sabre
membranas celulares (CONDREA, i874) g gobre misculog

esqueléticos (FOHLMAN e EAKER, 1977; GUTIERREZ e col., 1884,

Algumas das toxinss isoladas dog venencs de serpentes
s&c proteinas ou polipeptidens que interferem ns transnizsio
do impulse nervoso, abtvando na sindpse, ou na excitabilidade
de célnlas mussulares, afetando PrOCessos vitais do

pranisne.

As  toxinas que agem sobre misculos e nervos, podem
ser agrupadas em guatro oclasses quanto & sus  atividade

bioldgica (HARRIS, 1984):

1) Heurotoxings pds-gindpticas (longss e ocurtas),
Elag =e ligam aos racepliores da mewmbrana pds-sindptics

causando um blogueio neuroefetor.

2% Cardiotoxinas ou taoxinas de menbranas, gue
interferem COm a integridade funcional de menbranas

hioldgicas.

3y Neurotoxinaszs pré-mindpticasn, gue inibem 21

liberacao de acetileolina dos terminais nervosos motores.

4% Hictoxinas, gue danificam as fibras suscnlares.

Dam  duss mil espécles de merpentes, aproximadamente

458 egpécieg & 808 subegpécies s8o considersdas venenosss.,



Bentre as serpentes venenosss existentes no Brasil, destaca-
se¢ o género Bothrope como ¢ responsével por cerca de 982 do
total de acidentes ofidicos que ocorrem no pais { ROSERFELD,

18713,

Uma  das espécies desse género, cujos acidentes =zido
gravizsimos e de alta freqiiénela, € s Bothrops Jararacussuy.
Ezts werpente € de grande porte, podendo atingir até 2,20 m.
de comprinento. Possyl ocabega grande, negra, e bhem
trianguler, com estria amarelas pés-oculsr, ostentande no
dorsc colorido de tom aveludado, em gue o negroe contrasts
lindamente com © amgrelo-dourado, origen de seu nome popular
“surucucuy  doirads”. Suss presas chegam 2 atingir Zem, & els
produg grands guantidade de vEneno {sté H,5m1 [e3¥]

aprovimadaments 48@mg ns primesira extrscdo) (SILVA JUNIOR,

M., 1858; BELLUOMIRI, 19867) (Figura 1}.

& B. Jararascussy eatsd distribuids gecgrsficsmente en
guase todo o territdrio sul-americance (S8ILVA JUNIOR, ¥.,
1956 HOGE, A.R., ROMAROG, 5.A., 1872 Bolivis, Paragusi,
Uruguai, Argentina e principalmente no Brasil nas sgeguinies
regifes: Rio Grande do 5ul, Sants Catarins, Parand, Hato
Grogssc, %8s Paulo, Hinag Gerails, Espirito DSanto e 3al dsa

Bahis. Vivem em baixadsg idmidas e alagadigas {(Figurs Z).

O ezstudo  do veneno de Bofhrops Jsrarscussy teve seu
inficio no limiar desse séeulo, com VITAL BRAZIL e RANGEL

PESTANA (18809},



ig

FIG. 1 - BOTHEOPS  JARA

RACUSSH -~ cogprimento sté 2,20 ».; cabega
grande, negra e trisngolar; estria smarels pds—oculsr; dorso
eolorido de  tom aveludado (negro contrastando com  smarelo-
dovrade}. B oo solentglifs com presss atingindo até 2 om.
{foto gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Giuseppe Puorto,

Instituto Batantan}.
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FIG. 2 - DISTRIBUICAD GEOGRAFICA DA BUTHRIFS JARARACUSSU. Ocorre desde o

centro-oeste, litoral de leste e sul até a Argentina. Vivem em

baixadas imidas e alagadigas, é o mais imponente representante de

Bothrops.
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VITAL BRAZIL (1911), observando os sinais e sintomas
do envenenamento humano e o produzido em animais, descreven
ndo s6 muitas de suas caracteristicas como também algumas de

suas propriedades enzimdticas. Este autor observou que:

19) os sinais e sintomas exibidos no envenenamento
pela jararacussu se assemelhavam muito &queles observados no

acidente crotdlico;

22) o veneno exibia intensa atividade coagulante e
discreta atividade proteolitica quando comparado com o de

outras espécies do género Bothrops;

30) VITAL BRAZIL (1863) verificou que o soro
anticrotdlico exercia forte ac#8o neutralizante sobre a

peconha de B. Jjararacussu;

40) soro botrdépico sozinho n#o neutralizava
perfeitamente o veneno de jararacussu, fato confirmado por P.
FRANCESCHI e col. (comunicac#o pessoal): em testes de
imunodifus&@o observaram que a peconha de jararacussu forma
linhas de precipitac#io mais definidas frente ao anti-soro

crotdlico do que frente ao botrépico.

Posteriormente GONCALVES (1956) descreveu que o
veneno de B. Jjararacussu contém um peptideo "crotamine-like";
enquanto VITAL BRAZIL, 0. (1966) verificou que esse veneno

apresentava, & semelhanca da crotoxina, a propriedade de
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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, apés injec#o
(80ug) em misculo tibial anterior de camundongo. Os autores
constataram que o veneno produziu necrose da fibra muscular
seguida de alterac¢des vasculares e trombose. A recuperacdo da
fibra muscular era muito deficiente, podendo resultar em

seqiiela permanente.

De um modo geral, os venenos botrépicos das espécies
brasileiras foram muito pouco estudados em seus componentes
isolados e o veneno de B. Jararacussu em particular, somente
foi fracionado pela primeira vez em 1871 por VIDAL e STOPANI,
que dele isolaram duas fosfolipases Az. No entanto, novas
perspectivas surgiram a partir do primeiro trabalho
sistemdtico de RODRIGUES~SIMIONI e col. (1983), que
pesquisaram a acsio deste veneno e de uma de suas fracdes
sobre a juncdo neuromuscular do misculo cuténeo peitoral de
rda. Esta fracdo ("pool" IV) resultante da gelfiltracdo do
veneno bruto em Sephadex G-58, contendo principalmente duas

proteinas basicas cada uma com peso molecular de

aproximadamente 14.000, apresentou atividade hemolitica
indireta na presenca de ions CaZ2+, baixa atividade

fosfolipédsica Az, n#o apresentou atividade proteolitica e era
responsdvel pela maior parte da atividade farmacolégica

exibida pelo veneno total. Dos estudos realizados, os autores
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observaram que a acfo blogqueadora das respostas musculares a
estimulos elétricos direto e indireto independe da atividade
da fosfolipase Az. Sugeriram ent#io uma acHo semelhante & das
cardiotoxinas para a(s) proteina(s) responsavel(eis) pela

atividade téxica.

No presente estudo propomo-nos a estudar a atividade
farmacolégica da fracsio resultante da purificacdo do pico
principal (SIII), o qual apresenta atividade semelhante ao do
pool IV de RODRIGUES-SIMIONI e col. (1883). O pico SIII em
subseqiiente recromatografia resultou em quatro fosfolipases,
além de uma fracfio de maior massa, a SIII-SPV, isenta de
atividade fosfolipésica, mas conservando ainda ac#o

blogqueadora neuromuscular e mionecrosante do veneno total.

A fracsio SIII-SPV miotéxica, recebeu o nome de

Bothropstoxina (BthTX) (HOMSI-BRANDEBURGO e col., 1988).



Z . OBJETIVOS

Este trabalho tem por objetivos:

1) Determinar o modo de acdo da Bothropstoxina

(BthTX) na Jjunc8o neuromuscular de camundongos e pintainhos.

2) Correlacionar a acéo despolarizante e

contraturante da BthTX em preparac¢des nervo musculares.
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3. MATERITAIS

3.1. VENENO, PRODUTOS QUIMICOS E FARMACOS

Peconha - a peconha de Bothrops jararacussu utilizada

nesta pesquisa, fol 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°,
dcido tetracético, Sigma, gentilmente cedida pelo Prof. Dr.

Anibal Vercesi.

Sephadex G-75, Pharmacia.

SP-Sephadex C-25, Pharmacia.

SDS -~ Page - duodecil sulfato de sédio - gel de

poliacrilamida para eletroforese, Sigma.

DNS-C1 (dansyl cloreto) e padrdes de dansyl

aminodcidos , 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 a 40@g).

Os pintainhos de 1 dia da linhagem HY-Line W 38 foram
gentilmente fornecidos pela Granja ITO S/A., e utilizados
entre 40 e 120 dia, peso (40 a 120@0g).

3.3. EQUIPAMENTOS

Banho Maria - Fabbe.

Osciloscépio TERTRONICS, modelo 3 108 com meméris.

Camara Polaroide mod. 5C.

Estimuladores GRASS mod. 54 e 544.

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

Transdutores de forca e deslocamento - Linear Core

F53 (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. METODOS

4.1. ENSAIOS BIOQUIMICOS

4.1.1. CROMATOGRAFIA EM SEPHADEX G-75

O sephadex foi equilibrado em tamp3io formiato de
aménio a @,05M, pH = 3,5 e empacotado numa coluna de 125 x
Zcm de di@metro com fluxo constante de 15ml/hora em
temperatura ambiente. 0O volume de cada tubo foi de 5ml e a
leitura foi feita em espectrofotémetro em absorbfncia igual a

280nm.

4.1.2. CROMATOGRAFIA EM SP. SEPHADEX C-25

A resina Sp. Sephadex C-25 foi equilibrada em tampig
acetato de aménio @,3M, pH = 5,0 e empacotada numa coluna de
1,1 x 27cm. A eluicdo da coluna foi feita usando-se um
gradiente convexo de concentrac8o de #,1 a 1,0M de acetato de
aménio (NH4Ac). A um erlenmeyer, inicialmente contendo 250ml
do tamp&o de acetato de aménio @,1M, pH = 5,0 a volume
constante e diretamente conectado & coluna, ligou-se um funil
de separac#io em nivel superior com tamp8o acetato de amdnio
1,#M. Os picos delimitados foram 1liofilizados a seguir e

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

Esta foi determinada pela titulac@io potenciométrica
dos 4&cidos graxos liberados durante a reac3io a pH 8,0, e
28°C, como descrito por DE HAAS e col. (1868), usando como
fonte de lecitina uma gema de ovo de galinha em emuls#o,
suspensa em 30Pml de 4gua destilada contendo 6mM CaClz e
desoxicolato de sédio 2,7mM. Os &dcidos graxos liberados foram
titulados potenciometricamente com solugcso padr@o de NaOH
P,P935N, usando um pHmetro Beckman com escala expandida. A
atividade fosfolipdsica foi expressa em microequivalentes de
base consumida por minuto e a atividade especifica pelo
nimero de p equivalentes de base consumida por minuto por mg
de proteina. Em cada ensaio foram utilizados 10pg de

proteina.

4.1.4. ATIVIDADE HEMOLITICA

Foram utilizadas hemécias humanas lavadas € suspensa
em 1:7 de tamp#o Tris-salina (@,8% NaCl, ©,82% KCl, Tris HC1
1PmM, pH = 7,4). Aliquotas da suspens@io de eritrécitos (1ml)
foram incubadas com diferentes concentracSes de BthTX e SIII
(0,1ml) e ©,1ml de Tris-salina contendo ou n#o CaClz a Z2ZmM.
A concentracdio final de CaClz foi de 3,6mM. Apdés incubacdo
por 1 hora & temperatura ambiente (25 - 30°C) as amostras
foram centrifugadas a 156 x g. Aos sobrenadantes foi
adicionado um cristal de NaNOas para oxidar a hemoglobina. A

absorbfincia a 410nm foi determinada com brancos obtidos de



amostras incubadas sem SIII ou BthTX (CONDREA e col., 1964;
CONDREA 1979).

As técnicas de eletroforese, dansylacfo e anilise de
amino dcidos foram realizados pela Dra. Maria 1Inez H.

Brandeburgo, do Departamento de Biogquimica de Ribeirdo Preto,

USP.

4.2. ENSAIOS BIOLOGICOS

4.2.1. REGISTRO MIOGRAFICO E ELETROFISIOLOGICO EM CAMUNDONGOS

Preparacdio nervo frénico-diafragma isolado de
camundongo - A atividade biolégica das fracdes de B.
Jararacussu foil testada sobre a capacidade da frac8o ativa
(BthTX) em blogquear a transmiss8o neuromuscular, usando

técnicas miogrédfica e eletrofisiolégica.

4.2.1.1. REGISTRO MIOGRAFICO

Técnicsa: Foram usados camundongos de ambos 08 sexos e
peso superior a 30 gramas. Apds sacrificio do animal através
de uma pancada na cabeca e sangria por secc¢@o dos vasos do
pescoco, procedeu-se a retirada e montagem do hemidiafragma
esquerdo com o nervo motor correspondente, de acordo com a
técnica (modificada) descrita por BULBRING usando ratos
(1946). Como meio nutritivo usou-se a soluc8#o de Tyrode

glicosada com a seguinte composicdéoc em mM/1 (NaCl 137; KC1
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2,7; CaClz 1.8; MgClz ©,25; NaH2POs« @,3; NaHCOa 11,8; glicose
11,1). Quando necessdrio, o CaClz foi aumentado para 10mM, ou
excluido da composic3@o. Em outras condic¢Bes, além da exclus#o
do Ca2+, foi adicionado o EGTA. O volume da cuba foi de 2@ml
e sua temperatura mantida constante a 37°oC. Borbulhou-se a
preparacdo com carbogénio (95% de Oz e 5% de COz) no banho. A
preparacdo foi estimulada direta e indiretamente através de
seu nervo motor usando-se estimuladores Grass modelos S4 e
S544. O diafragma fol mantido por sua porcHo tendinosa sob
tensdo constante (2¢/cm) através de um fio, ligado a um
transdutor miografico Linear Core F59 acoplado a um
fisiégrafo E & M modelo P.M.P. 4A para registro das tensdes
produzidas pelas contracdes do misculo. Empregaram-se sempre
estimulos supra-maximais usando-se os seguintes parémetros:
estimulacdo indireta - freqiéncia de ©@,1Hz e duracdo de
P,2mseg e estimula¢8o direta - freqiiéncia de @,1Hz, duracéo

de 2mseg e intensidade varidvel (de 780 a 96V).

Método: Apdés o equilibrio da preparacdo (38°) foram
adicionados doses variadas de 180, 208, 30, 40 e 60pg/ml da

toxina em estudo: BthTX (SIII SPV).

4.2.1.2. REGISTRO ELETROFISIOLOGICO

Téenica: Utilizaram-se camundongos de 30 a 48g cujo
hemidiafragma esquerdo foi retirado com um segmento do nervo
frénico correspondente, segundo técnica Jja descrita

(4.2.1.1.). 0 misculo foi estendido e fixado com sua face



tordcica voltada para cima no fundo de uma cuba de perspex
com 3ecm de comprimento, 1,8cm de largura e @,8cm de
profundidade, através de alfinetes apropriados. A cuba foi
preenchida com 2,5ml de soluc#o nutritiva glicosada de
composicdo  jé citada. A oxigenacéo foi feita pelo
borbulhamento de carbogénio. O banho foi mantido a
temperatura ambiente (25 - 3@°C). Os potenciais bioelétricos
das fibras musculares foram captados atraveés de
microeletrodos de vidro preenchidos com solugdo de KCl1 3M e
de resisténcia compreendida entre 7 - 15MOhms, e registrados
em osciloscopio Tektronix. As micropipetas foram previamente
preparadas e conservadas em geladeira até o momento de uso

(NASTUK e HODGKIN, 1850; FATT e KATZ, 1952).

Método: O registro do potencial de membrana das
fibras musculares foi feito sob controle microscépico,
inserindo-se a micropipeta no interior de um fibra muscular e
medindo-se o deslocamento vertical do feixe luminoso, no
"ecran" do osciloscépio, no momento da penetrac#io da fibra,
segundo as técnicas descritas por NASTUK e HODGKIN (1858) e
FATT e KATZ (1952). Foram feitas de 5 a 1# medidas em pontos
distintos da regisio da placa terminal e calculados a média
aritmética, o desvio e o erro padrdo. Procedimento semelhante

foi feito fora da regifio da placa terminal.

Além do procedimento descrito acima, introduziu-se a
micropipeta aleatoriamente em fibras na regisio da placa

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



se no “ecran”" do osciloscépio as deflexdes do feixe,
indicando as variacdes dos valores dos potenciais de
membrana. Em algumas experiéncias, as preparactes foram

incubadas com TTX (1lug/ml) durante 20 minutos antes da adicdo

da BthTX.

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
frénico correspondente, segundo técnica Jjd descrita. 0
misculo foi estendido e fixado com sua face tordcica voltada
para cima no fundo de uma cuba de perspex com 3cm de
comprimento, 1,8cm de largura e @,8cm de profundidade,
através de alfinetes apropriados. A cuba foi preenchida com
2,5ml de soluc#o nutritiva glicosada de composic8o jd citada.
A oxigenacdo foi feita pelo borbulhamento de carbogénio. O
banho foi mantido & temperatura ambiente (25 - 38<C). O
potencial composto do masculo foi registrado em resposta a
estimulagéo elétrica (supra maximal) indirets, usando
eletrodo de platina posicionado na superficie da solucgdo
nutritiva perpendicularmente & regido de inserc¢do do nervo no
misculo. 0O sinal passando por um seguidor catdédico era
captado pelo osciloscépioc e fotografado através de cémara

Polaroide modelo 5C.

Método: Em todas as preparagOes foil usada uma Gnica

dose de BthTX. Registrou-se o potencial de ac8o composto do
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misculo antes da adicioc de BthTX (18pg/ml) - controle. O
periodo de contato da toxina com a preparacéio foli de 60
minutos. Durante este periodo registrou-se o potencial de

ac8o composto do misculo aos 30 e 60 minutos.

4.2.2. REGISTRO MIOGRAFICO E ELETROFISIOLOGICO EM PINTAINHOS

Preparacdo misculo biventer cervicis de pintainho

4.2.2.1. REGISTRO MIOGRAFICO

Técnica: A preparacdo foi isolada de acordo com o
método de GINSBORG e WARRINER (1960). Em todos os
experimentos foram usadas aves de 4 a 12 dias. 0 misculo foi
suspenso em uma cuba de 1,5ml em solugcdo de Krebs com a
seguinte composicdo em mM (NaCl 118,1; KC1 4,8; CaClz 2,5;
MgS04 1,2; KHzPO4 1,2; NaHCOs 25; glicose 11,1). Esta solucgéo
foi borbulhada de modo constante com carbogénio a 37eC.
Quando necessédrio, o CaClz foi excluido da composic#o, e em
outras condigdes, além da exclus@io do Ca2+, foi adicionado o
EGTA. Submeteu-se a preparacfio a uma tensdo constante de 0,2
a ©,52 com ou sem estimulacdo elétrica. As respostas da
preparacg#o & acetilcolina (Ach) e Botropstoxina (BthTX) foram
registradas isometricamente através de transdutor de forca e
deslocamento (Linear Core F50) acoplado a um fisidégrafo E & M

modelo P.M.P. 4A.



Método: Cada preparac#o foi usada para uma Gnica dose
de BthTX. Algumas preparacdes foram tratadas com d-Te, outras

com TTX antes de BthTX.

4.2.2.2. REGISTRO ELETROFISIOLOGICO

Técnica: O registro do potencial de repouso foi feito
através da técnica de microeletrodo intracelular, jd& citada
para preparacdes de camundongo (4.2.1.2.) e adaptada para o
misculo biventer cervicis segundo GINSBORG (19688). O volume

da cuba foi de 2,5ml.

Método: A preparacdo ficou em contato com a solugéo
de Tyrode durante 38 minutos (tempo para estabilizacdo da
preparacdo). Em seguida a solucdo foi renovada e iniciaram-se
as medidas (amostra de cinco fibras) do potencial de repouso
(controle). Apdés a adig8o da BthTX (30pg/ml) ao banho, as

leituras foram realizadas durante 90 minutos.
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S . RESULTADOS

5.1. FRACIONAMENTO E PURIFICACAO DA PECONHA DE B. JARARACUSSU

O trabalho de separacsio, purificac8o e cromatografia
das proteinas biologicamente ativas do veneno de B.
Jararacussu, foi executado nos laboratérios do Departamento
de Biogquimica da Faculdade de Medicina de Ribeir#o Preto pela

Dra. Maria Inés Homsi Brandeburgo.

0 fluxograma da purificacdo de proteinas ativas do

veneno de B. Jjararacussu é mostrado na Figura 3.

5.1.1. CENTRIFUGACAC DO VENENO BRUTO EM FORMIATO DE AMONIO

COM SEPARACAO DO SOBRENADANTE

Do veneno bruto seco de B. Jararacussu, foram tomados
cerca de 100mg e diluidos em tampdo formiato de amdnia
(NH4Fo) e o pH ajustado para 3,5 com dcido férmico. O veneno
diluido foi centrifugado a 480 x G durante 18- a @°C,

obtendo-se dai uma suspens#io amarelada & limpida.



Yeneno bruto

NH4Fo ©@,05M, pH=3,5

v
Sobrenadante )
amarelo limpido 5

Sephadex G-75

ar SIT* SITI** ST e

SP-Sephadex C-25
NH4Ac 0,1 a 2,0M, pH=5,0

SIIT SPI** SIII SPII** SIII SPILII** SIII SPIV** S111 SPVw*

* Atividades coagulante e proteolitica
** Atividade fosfolipédsica
»x Peptideos potenciadores de bradicinina

sk Bothropstoxina (BthTX)

FIGURA 3 - FLUXOGRAMA DE PURIFICACAD DE PROTEINAS BIOLOGICAMENTE ATIVAS

DO VENENO DE B. Jjararacussu.
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9.1.2. FILTRACA0O EM GEL DE SEPHADEX G-75 E LOCALIZACAO DE
ATIVIDADES ENZIMATICAS

Aliquotas desse sobrenadante (suspensfio amarelada e
limpida - 5.1.1.) foram retiradas para leitura de absorbéncisa
a 280nm e dosagem de proteinas. O restante do sobrenadante
foli submetido a filtragdo em gel Sephadex G-75 (ja descrito
em materiais e métodos), obtendo um fracionamento parcial da
pegonha de B. jararacussu conforme mostra a Figura 4. As
fracoes assim obtidas, designadas SI a S5SIV, foram delimitadas
conforme indicado e depois 1liofilizadas. Procedeu-se a
refiltrac8io em gel de Sephadex G-75 da fracdo SIII, nas
mesmas condicdes anteriores, para monitorac8o de possiveis

contaminantes.

5.1.2.1. ATIVIDADES COAGULANTE E PROTEOLITICA

As atividades coagulante e proteolitica foram
detectadas somente nas fracBes SI e SII, e juntas representam
somente 32,5% da atividade original. A frag¢do SIII concentrou
toda a atividade fosfolipésica Az do veneno bruto e né&o
apresentou atividade proteolitica. A fragsio S5SIV continha
peptideos ativeos potenciadores de bradicinina. @Quanto &
atividade fosfolipéasica Az, cabe ressaltar dque esta enzima
foi purificada cerca de duas vezes, devido a diversos testes

empregados para esta determinac8io, sendo considerada uma

frac#o com alto grau de pureza.



280 nm (o—o)

A

o
o
T

0.500

I
~n
wn

i
n
o
'

ATIVIDADE FOSFOLIPASICA Az

I
[4]

T
o
(unidades/ml) x --- x

1
w

FIG. 4 - FILTRACARD EM GEL DE SEPHADEX G-75 DE 189 MG DO VENENO BRUTO DE
B. jararacussu EM TAMPED FORMIATO DE AMONIO @,85M, PH = 3,5.
Foi utilizada uma coluna de 125 x 2 cm, com fluxo de 15

2) anidrase carbGnica (31.008);
4) basic pancreatic trypsin inhibitor (trasylol) (6.600).
x — x atividade fosfolipédsica

o — o absorbéincia em 280 nm

mnl/hora, temperatura ambiente e coletados 5 ml/tubo. As barras
horizontais indicam onde os "“pools” foram recolhidos e as
setas indicam os marcadores de P.M.: 1) ovoalbumina (44.000);
3) citocromo ¢ (12.440) e



5.1.3. CROMATOGRAFIA DE TROCA TIONICA EM SP-SEPHADEX C-25 E
ATIVIDADE FOSFOLIPASICA

A frac#io SIII, obtida da filtrac8oc em Sephadex G-75
(5.1.2.), foi cromatografada em coluna de troca idnica
contendo SP-Sephadex C-25, conforme Jjé4 descrito em métodos
(4.1.2.). Deste fracionamento obtiveram-se cinco sub-fracdes
assim designadas: SIII SPI, SIII SPII, SIII SPIII, SIII SPIV
e SIII SPV (ou BthTX), das quais somente as trés primeiras
apresentaram atividade fosfolipédsica, como mostra a Figura 5.
Cada sub-fracdo fol delimitada como indicado e, apés dialise,
liofilizac8o e dosagem de proteinas, foili feita a distribuicéo
em quantidades especificas de 1980 e 200ug de cada amostra em
tubos de pyrex apropriados gque foram selados a vacuo e
guardados a -50C. O0Os wvalores do gradiente convexo de
concentracéo de NH4Ac, apresentados na Figura 5, s&o
experimentais e foram determinados através da medida da
condutividade nos tubos e lancados em uma reta padré#o,
tracada com concentrac¢des molares conhecidas de NHaAc e

quantificadas através de um condutivimetro.

5.1.3.1. ATIVIDADE FOSFOLIPASICA Az E HEMOLITICA

A atividade fosfolipédsica destas cinco sub-fracdes
foi testada por ensaio potenciométrico (item 4.1.3. en
métodos). Por este método a sub-fracdo SIII SPI foi
purificada por 5 vezes em relacgcdio ao veneno bruto, SIII SPII

foi a que apresentou maior atividade fosfolipdsica especifica
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FIG. 5 — RECROMATOGRAFIA DE 15 MG DA FRACAD SIII (FIG. 4) EM CUOLUNA DE
SP-SEPHADEX C-25. A eluicio foi realizada com um sistema
tampdic em gradiente convexo usando-se acetato de aminio
pl =58de 8,1a 2,M. Foi utilizada uma coluna de 1,1 x
2lcm, com fluxo de 15ml/hora, coletando—se 2,5 ml/tubo de

efluente e temperaturas smbiente.
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e foi purificada por 10 vezes, enquanto que SIII SPIII
apresentou atividade fosfolipdsica especifica muito baixa,
igual a do veneno total. A sub-fragcdo SIII SPIV apresenton
atividade fosfolipdsica residual, devendo ser mencionado que
esta atividade sd6 foi detectada quando se utilizaram 40ug da
sub-fragcdo, ao passo que para as outras amostras o mesmo
teste foi realizado com no méaximo 10ug de proteina. Mesmo
assim, a atividade especifica de SIII SPIV foi menor que a do
veneno bruto, resultando num fator de purificacfo menor que

1.

Por outro lado, SIII SPV (BthTX) n&o apresentou
atividade fosfolipdsica em ensaios realizados com até 200ug
de proteina. Também nao apresentou atividade hemolitica
direta (4.1.4. em métodos) quando testada com a mesma
quantidade de proteina (BthTX 2@0@ug), Figura 6, mesmo na

presenca de Ca2+ 3,6mM, concentracgdo final.

5.1.4. GRAU DE PUREZA

0 grau de pureza da BthTX foi demonstrado pela
detecciio de apenas uma banda em eletroforese em gel de
poliacrilamida e confirmado em 5SDS - Page e também pelo
seqgiienciamento da regidio N- terminal até 0 décimo

residuo: Serl - LeuZ - Phe® - Gly4, Leu® - Gly® - His7 -

Met® - Ileu® - Leul®?,
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FIG. 6 - ATIVIDADE HEMOLITICA DA FRACAD SIII E DO SIII SPV (BthIX).
Incubacgio da fragéio SIII com hemicias humanas em auséneia
(A — O) e em presenca de Ca2* (A — A). Incubaciio da BthIX
em auséncia (e—e) e presenca de Ca?* (0—o0). Notar que a
BthTX é destituida de atividade hemolitica em presenga

de 1,808 Ca?+; até a dose de 20ug/ml.



5.2. ENSAIOS BIOLOGICOS

5.2.1. EFEITOS DA BthTX SOBRE A PREPARACA0 NERVO FRENICO-
DIAFRAGMA DE CAMUNDONGO, EM CONDICOES NORMAIS DE CALCIO
EXTERNO ([Ca2+] = 1,8mM)

9.2.1.1. REGISTRO DA FORCA DE CONTRACAO MUSCULAR

Em B experiéncias, a BthTX na concentracsio de 10pg/ml
determinou blogqueio total e irreversivel das respostas
musculares ao estimulo direto (n#o ilustrado na figursa
apresentada) e indireto, apés 30 minutos de incubacgdo
(Figura 7). Em 1@ outros experimentos observou-se, no mesmo
intervalo de tempo, blogueio nunca inferior a 58%. O bloqueio
ndo fol revertido por lavagens prolongadas (2h) ou por
neostigmine (lpg/ml). O tempo médio para um blogueio de 50%
em resposta a estimulos indiretos, foi de 49,5 * 6,8 minutos
(19 experimentos) e a estimulos diretos foi de 136,8 + 22 (8B
experimentos). A pré-incubacdo com BthTX n&o altera a
resposta caracteristica de estimulos de freqiiéncia

tetanizante. N#o hda facilitac8o pds-teténica.

Usando-se doses iguais ou superiores a 1@0pg/ml da
toxina observou-se além do blogqueio da transmissé&o
neuromuscular, contratura (que é dose dependente) e
fibrilacdo (visivel ao microscépio com aumento de 80 x)
(Figura 7). A fibrilac¢#o foi suprimida pelo tratamento prévio

da preparacio com d-Te - 10ug/ml. Persistindo, no entanto, o
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FIG. 7 — REGISTRO DA FURCA DE CONTRACAD MUSCULAR DA PREPARACAD NERVO
FRENICO DIAFRAGMA ISOLADO DE CAMUNDORGO EM RESPOSTA A ESTIMULO
ELETRICO (PULSOS SUPRA-MAXIMALS DE 0,2mseg E @,1Hz).
A seta indica o tempo de adicfio da BthlX - em A: 20ug/ml; em
B: 16ug/ml. Em relacdo a B, o tempo mé&dio para blogueio de S0%
das respostas a estimilo indireto foi (49,5 * 6,8nin. EPmn) em 19
experimentos; a estimlo direto foi (136,8 £ 22 min EPm) 6
experimentos. Notar a contratura e o tempo necessirio para o
blogqueio entre A e B (dose-dependentes). 0O traco superior

vertical & direita indica a tenslio usada nas preparacoes (2g).



efeito bloqueador da BthTX sobre as respostas a estimulacgio

direta do musculo.

5.2.1.2. MEDIDA DO POTENCIAL DE REPOUSO

Foram feitas 35 medidas do potencial de repouso em
sete experiéncias realizadas. Este parf@metro foi medido antes
e apds a incubacdio da preparacdio com a BthTX (18ug/ml)
durante 120 minutos. Comparando os valores antes da adic#o da
BthTX com aqueles apds a sua adic#o, foi evidenciada umsa
significante despolarizacdo (p < 0,05) (Tabela I). Comparando
o potencial de repouso apdés a adigdo da BthTX (situacdo de
controle, -80mV) com o término do experimento (120 minutos
depois), o grau de despolarizacdo chega a atingir -33mV,

correpondendo a 53% (p < B,85, n=35) (Figura 8-A e Tabela I).

5.2.1.3. REGISTRO DO POTENCIAL DE ACAO COMPOSTO DO MUSCULO

Em quatro preparacdes sob estimulacdo indireta
observou-se uma completa inibic8o irreversivel da amplitude
no potencial de acdo composto do masculo com doses
equivalentes de BthTX (16pg/ml); 38,3 % 8,2% do blogqueio

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 (EM -mV)

EXP. DOSE CONTROLE BthTX
No (ug/ml) Tyrode Normal Tyrode Normal
@8- 36° @ 30 6e 96" 126°
80 80 49 49 24
8@ 84 58 36 28
1 19 76 88 56 28 24
84 76 44 3Z 22
88 76 4 49 20
84 88 84 84 20 26 50
84 86 82 78 24 68 64
2 10 80 84 88 52 6@ a2 68
72 84 82 64 52 52 68
60 84 84 54 62 49 28
28 20
78 76 76 68 20 68 56
82 80 68 517 68 60 44
3 10 82 86 80 78 49 28 52
80 88 84 64 4@ 48 36
70 88 80 68 <17} 56 40
80 74 88 64 40 32 20
92 84 84 49 58 40 40
4 10 82 92 64 76 60 60 32
g2 84 89 56 48 48 32
ge1%] 88 84 78 48 42 60
78 68 76 49 40 49 30
68 T2 80 40 4@ 16 28
5 10 76 82 84 42 36 36 16
8@ 80 82 56 42 24 20
68 8@ 80 42 36 24 24
89 80 88 48 6@ 60 28
64 84 68 9@ 80 40 20
6 16 84 80 89 80 44 40 40
80 80 8@ 58 68 68 39
80 78 84 56 64 84 49
7@ 80 80 64 68 20 8
60 88 60 70 20 4 68
7 19 60 80 78 44 30 52 20
88 80 64 517 44 16 24
86 84 80 58 4@ 14 12
MEDIA * 8@ 81,6 79 6@ 45 42 33
DESVIO PADRAO F2 5,95 7,4 14,4 15,3 17,8 15,8

Em cada experiéncia, o potencial de membrana da fibra muscular de
diafragma isolado de camundongo foi registrado na regifio da placa
terminal, nos periodos indicados.
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FIG. 8 — REPRESENTACAO GRAFICA DO EFEITO DA BthTX SOBRE O POTENCIAL DE
HEMBRANA DAS FIBRAS MUSCULARES DE DIAFRAGMA DE CAMUNDONGO.
A) Notar = significante despolarizacfio presente apés 12Pmin.
da BthTX 1&4ug/ml (n=7); B) Notar a inibic#io desse efeito pelo
Ca2+ 14, no intervalo de tempo (n=5).



FIG. 9 - POTENCIAL DE ACAO COMPOSTO DO MUSCULO DIAFRAGMA DE CAMUNDONGO
REGISTRADO ANTES E APOS ADICAD DE 1@ug/ml DA BthTX.
A) registro controle; B) apés 3@ minutos de contacto; C) apds
60 minutos. Notar a dimimicéo da amplitude do potencial que

evolui para blogueio da transmissfio neuromuscular.
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5.2.2. EFEITOS DA BthTX SOBRE A PREPARACAQD NERVO FRENICO-

DIAFRAGMA DE CAMUNDONGOS, EM PRESENCA DE ELEVADA CONCENTRACAO
DE CALCIO EXTERNO ([Ca2+] = 1@mM)

5.2.2.1. REGISTRO DA FORCA DE CONTRACAO MUSCULAR

A pré-incubacédo do diafragma de camundongo com
solucdo de Tyrode contendo CaZ2+ 10mM, durante 20 minutos,
protegeu a preparacdo do blogqueio caracteristico pela BthTX
(40 minutos de contato). A solug8io de Tyrode contendo CaZ2+
19mM foi removida através de repetidas lavagens com soluc#o
de Tyrode normal. Repetindo-se a adic#o da toxina ao
banho (1Ppg/ml) observa-se o aparecimento do bloqueio na
amplitude das contracdes, nas trés experiéncias realizadas
(Figura 10). Elevando-se porém a dose da BthTX para 3@ ou
60pg/ml, observam-se resultados distintos dagqueles descritos
para a dose de 1@0pg/ml. Assim, a presenca no banho de CaZ2+
ndo impede de modo completo o efeito bloqueador da BthTX, e
ainda a simples substituigc@o do Tyrode Ca2+ 18mM pelo Tyrode
normal determina o aparecimento imediato de contratura

seguido de blogqueio total em 42 * 6 minutos (Figura 11).

5.2.2.2. MEDIDA DO POTENCIAL DE REPOUSO

Procedimento semelhante foi usado pré-tratando a
preparacdo com Tyrode contendo Ca2+ 19mM durante cerca de 45
minutos, seguido da adig¢#do da BthTX (n = §). Apdés 60 minutos

de observagdo, este tratamento mostrou uma inibic8o da
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FIG. 10 - REGISTRO DA FORCA DE CONTRACAD MUSCULAR DA PREPARACAD NERVO
FRENICO DIAFRAGMA DE CAMUNDONGO ESTIMULADA COM PULSOS SUPRA-
MAXIMAIS @,2pseg E @,1Hz. Na presente experiéncia, a
preparac#io foi banhada com Tyrode CaClz 18mM (antes de W) e
com Tyrode normal apés lavagem (W). As setas indicam a adicg@io
da BtHTX a0 banho, na concentragiio final de 1Pug/ml. A barra
vertical representa a tens#io de 2¢g.



FIG.

TEMPO (min)

11 - REGISTRO DA FORCA DE CONTRACAD MUSCULAR NA PREPARACAD NERVO

FRENICD DIAFRAGHA DE CAMUNDONGD ESTIMULADA INDIRETAMENTE COM
PULSOS SUPRA MAXIMAIS DE 0,85Hz E ©,2nseg. Na presente
experiéncia a preparagio foi banlnia com Tyrode normal
(controle), indicado com o simbolo *, e Tyrode com Ca2+ 10nM
apés 45 minutos de observagio, indicado pelo simbolo A . A
seta mostra o ponto de adicfio da BtHIX (6u2/ml). En W, 6dmin.
apés a adic#io da BthIX, a preparacio foi lavada com Tyrode
normal (3x). Notar o efeito contraturante marcante imediato a
¥ e o tempo necessirio para o blogueio (480 minutos, n=3). A
barra vertical representa tensio de 2¢.
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despolarizac#io produzida pela BthTX. Essa proteciio dada pela
alta concentracdo de cdlcio mostrou que o potencial de
repouso flutuou em torno do valor controle durante os 120
minutos de observacdo (n = 25 medidas) (Tabela II e Figura
8-B). Porém, depois de lavar sucessivamente com solucdo de
Tyrode normal, uma nova adi¢doc de BthTX determinou o
aparecimento do efeito despolarizante, (p < 6,05, n=3), n3o

mostrado na figura.

5.2.3. EFEITOS DA BthTX SOBRE A PREPARACAO NERVO FRENICO-
DIAFRAGMA DE CAMUNDONGOS, INCUBADOS COM d-Tc (1@8pg/ml) OU COM
TTX (1pg/ml)

5.2.3.1. MEDIDA DO POTENCIAL DE REPOUSO DA FIBRA MUSCULAR

A 1incubacd@o dos diafragmas durante 20 minutos com
d-Tc (1Ppg/ml) ou com TTX (1lpg/ml) antes da adicdo da BthTX
nas doses de 10 e 20ug/ml (n=6), ndo altera a capacidade
despolarizante desta toxina (Tabela III). Ou seja, os valores
dos potenciais de repouso passaram de -81,3mV para -39mV en
um periodo de 120 minutos, a exemplo do que ocorre em
miisculos néo tratados (Tabela I). Aumentando-se a
concentracdo de BthTX para 20pug/ml, obtem-se um nivel de
despolarizacdo ainda maior no mesmo periodo de tempo (Tabela
II1). E importante salientar que os valores dos desvios das
médias s#do cada vez maiores ao longo do periodo de incubacgio,
a medida em que se intensifica o efeito despolarizante. E uma

caracteristica da BthTX induzir a despolarizac8o das fibras
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TABELA IT - MEDIDA DO POTENCIAL DE REPOUSO DA FIBRA MUSCULAR (EM -mV)

EXP. DOSE CONTROLE BthTX
No  (ug/ml) Tyrode (Ca2*+ 10 mM) Tyrode (Ca2+ 10 mM)
@’ 30" g’ 30’ 60" 9" 1207
84 84 88 78 76 78 72
80 86 89 82 78 80
1 10 84 84 8o 84 80 80 78
84 84 80 80 89 70 74
82 82 80 80 80 72 74
82 80 5% 84 80 84 80
78 72 82 84 80 84 80
2 10 84 78 78 78 82 80 80
80 78 78 68 72 76 78
82 80 78 64 68 70 68
96 86 88 89 89 89 86
86 82 86 84 89 80 82
3 10 76 80 86 86 84 80 80
88 89 82 86 82 82 80
88 80 84 86 78 82 80
76 76 68 80 89 60 68
78 68 72 89 80 76 68
4 19 72 80 84 70 79 80 84
74 76 80 76 82 70 80
68 78 74 72 84 79 80
88 84 72 84 80 78 72
84 84 74 72 60 72 72
5 19 70 72 68 78 76 80 80
5% 64 80 72 76 80 74
80 80 80 80 70 80 74
MEDIA % 81 79 79 79 78 78 i
DESVIO PADRED 6,2 5,4 3,9 6,0 5,6 5,6 5,0

Em cada experiéncia determinou-ze o potencial de membrana do
misculo diafragma isclado de camundongo na regific das placas
terminais, nos periodos indicados. Os dados correspondem a média +
desvio padr8o dosg valores dos potenciais de membrana em c¢inco
experimentos com a dose de 10ug/ml, banhado com Ca2+ 10mM -
condicio de controle - e Ca2+ 18mM + BthTX, onde o potencial de
repouso flutua em torno dos valores controle.
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EXP. CONTROLE INCUBACAD BthTX + dTc
No Tyrode Normal dTec 10ug/ml 10ug/ml
@ 36° 20 % 30° 69" 99 120~
S %] 80 82 8d 68 68 80 49
88 70 86 72 . T2 B8 48 609
1 B8 88 64 80 76 64 64 56
82 82 86 B4 80 80 80 70
84 80 88 88 74 74 76 68
82 98 809 90 89 48 60 34
72 80 84 72 60 7@ 34 34
2 86 92 80 80 60 80 40 44
g8 82 88 82 52 40 60 52
86 78 80 74 64 49 52 30
84 86 76 94 80 76 54 12
78 80 84 84 44 58 36 18
3 74 74 88 80 2 7} 30 32 20
80 82 88 84 84 80 32 24
84 84 80 90 70 64 49 18
88 78 88 70 70 7@ 52 40
76 80 72 82 63 89 40 34
4 82 78 80 78 76 82 T2 52
80 78 90 84 84 74 72 44
8a 78 84 80 68 76 72 30
MED .+ 81.3 81.4 82.9 80.2 B9 68 54.8 339
SD 6.2 6.1 6.5 7.8 12.3 13 16.6 18.7
EXP. CONTROLE INCUBACAO BthTX + dTe
No Tyrode Normal dTc 10ug/ml 20pg/ml
@ 3B 28° [ 30 83" 9B’ 128°
96 78 88 76 B84 46 4
88 76 88 80 7@ 64 18 2
1 88 88 72 80 72 62 34 4
90 99 92 80 82 B8d 28 2
84 86 82 72 78 B8 42 2
86 80 80 78 70 438 20 34
80 80 76 89 78 36 16 48
2 68 80 80 94 76 30 76 36
78 74 84 82 60 49 16 49
68 74 84 80 68 68 80 78
MED .+ 82 84.6 82.6 8.6 73 54 37.6 24.8
SD 9.1 5.6 5.9 5.4 B.3 14.2 23.8 25.9

Em cada experiéncia determinou-se o potencial de membrana (-mV) do
misculo diafragma isolado de camundongo na regidia da placa terminal,
nos periodos indicados. Os dados correspondem a média * desvio padrio
dos valores dos potenciais de membrana em quatro experimentos com a
dose de 10pg/ml e dois experimentos com 20ug/ml.
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de modo irregular. Assim, fibras vizinhas podem exibir niveis
normais de polaridade, além disso, em algumas fibras, a
simples introducsio da micropipeta pode desencadear o Processo
de despolarizac@io. O tratamento feito com a TTX 1pg/ml seguiu
0 mesmo protocolo do experimento com a d-Tc e os resultados

obtidos, n#o mostrados aqui, foram semelhantes.

5.2.4. EFEITO DA BthTX SOBRE A PREPARACAO BIVENTER CERVICIS
DE PINTAINHO

9.2.4.1. AMPLITUDE DAS RESPOSTAS MUSCULARES A BthTX e Ach

Com o objetivo de relacionar as acgtes farmacoldgicas
da Bothropstoxina c¢om as das Cardiotoxinas, foram realizadas
experiéncias em misculo biventer cervicis de pintainho por se
tratar de preparacdo de escolha para o estudo de substéncias
que exibem atividade despolarizante, GINSBORG e WARRINER

(1968) e GINSBORG (186@).

A Figura 12-A moétra uma experiéncia tipica em que a
BthTX (50ug/ml) determinou uma contratura com amplitude
méxima de 15mm, atingidos apés 23 minutos da adigdo da toxina
ao banho - tempo de contratura méaxima (TCHM). Em seis (B)
experiéncias realizadas, este efeito mostrou-se constante,
tendo como valores médios 44,8 + 15,6 minutos para o TCM e
31,8 + 14,8 milimetros para a amplitude maxima de

contratura (Tabela 1IV).
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FIG. 12 - CONTRATURA DO MUSCULO BIVENTER CERVICIS DE PINTAINHD INDUZIDA
PELA BtHIX. Bo tempo indicado pela seta (8°) a BtHIX foi~
adicionada (SAg/ml). Observamse respostas do misculo a
10ug/ml de Ach (*) antes e apSs a BtHTX. Emn A) Krebs normal,
em B) Krebs sem cdlcio, em C) Krebs com BGTA 1xwH. En W
lavagem da preparaciio 3 a 4 vezes. Hotar a reducfio do TOM em
B e a muséncia de efeito da BtHTX em C. A barra vertical
indica tensdo de 0,5¢.
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As respostas do misculo & Ach, apdés a contratura induzida
pela BthTX, mostraram-se diminuidas em 6 experiéncias na

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

5.2.4.2. EFEITO DO EKREBS MODIFICADO SOBRE A ATIVIDADE DA
BthTX

Incubando-se a preparac8o durante 30 minutos com
Krebs sem cédlcio antes da adicdc da BthTX, obteve-se uma
redugdio no TCM da ordem de 88% guando comparada com o mesmo
parémetro em Krebs normal (Figura 12-B) ou seja, o valor de
TCM (tempo de contratura méxima) passa de 44,8 minutos (Krebs
normal) para 5,5 minutos (Krebs sem CaZ+) como pode ser

observado também na Tabela IV.

A Figura 12-C mostra ainda que a incubag¢@o do masculo
com Krebs sem cédlcio acrescido de EGTA 1mM, inibe a

capacidade contraturante da BthTX.

5.2.4.3. EFEITO DA d-Te (18pg/ml) SOBRE A  CAPACIDADE

CONTRATURANTE DA BthTX

Em 4 experiéncias, a d-tubocurarina (d-Tc) na dose de
1@ug/ml n#o interferiu com o efeito contraturante da BthTX

(Figura 13).
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TABELA IV - EFETTO DA VARIACAD NA CONCENTRACAD DO Ca2+ SOBRE A CONTRATURA DO
MUSCULO BIVENTER CERVICIS DE PINTAINHO, INDUZIDA PELA BthTX (5@ug/ml).

MODIFICACAO NA  No DE TEMPO DE CONTRA- AMPLITUDE MAXIMA DE
SOLUCAD DE KREBS  EXP TURA MAXIMA (TCM) CONTRATURA

EM MINUTOS REDUCEO EM MILIMETROS AUMENTO

PERCENTUAL PERCENTUAL

CONTROLE 6  44.8t 15.6 31.8 + 14.8
(8,28¢/1)
[ O] Ca2* 4 5.5+ 0.96 88% 47.7 + 16.5 50%
[ O1Ca2r + 2 - e —— -
EGTA 1mM

TCM - Tempo necessdrio para que a contratura atinja sua amplitude méxima
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FIG. 13 - REGISTRO DA CONTRATURA MUSCULAR DO BIVENTER CERVICIS DE
PINTAINHO INDUZIDA PELA BthTX EM PRESENCA DE d-Te (18pg/ml).
Notar a persisténcia do efeito contraturante tipico da BthTX
(59ug/ml) (seta) e o blogueio parcial das respostas do
misculo & Ach (14ug/ml). A barra vertical representa uma
tensio de 8,5¢.
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5.2.4.4. HEDIDA DO POTENCIAL DE REPOUSO DA FIBRA MUSCULAR

A Tabela V mostra as medidas do potencial de repouso de
membrana do musculo biventer cervicis (n = 2). Nota-se que a
BthTX induz uma visivel despolarizac#io na dose de 38ug/ml em
99 minutos de observacdo. Nesta preparacéo, em nossas
condicdes experimentais, foi possivel identificar uma
correlacdo direta entre o efeito contraturante e o
despolarizante (Figura 14). Observa-se ainda que a
persisténcia da despolarizac¢®o coincide com o relaxamento
muscular e a volta da preparac@io a uma tens8o préxima a uma

situacdo de controle.
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TABELA V - MEDIDA DO POTENCIAL DE REPOUSO DAS FIBRAS DO MUSCULO
BIVENTER CERVICIS DE PINTAINHO (EM -mV).

CONTROLE Krebs + BthTX (30ug/ml)
Krebs normal
n - i 10 % B 19’ 15° 207 32 457 5% 75"
46 32 40 28 36 30 40 28 14 20 12
40 44 40 36 39 28 30 12 20 18 24
1 |48 44 38 26 28 12 22 18 22 16 20
48 32 46 40 32 24 36 22 16 24 16
44 34 30 36 40 34 28 24 26 16 14
46 40 4@ 44 44 20 24 24 22 14 20
48 42 44 36 28 20 28 20 36 12 20
2 |40 36 44 28 14 16 12 16 40 16 10
40 46 39 30 14 20 14 20 20 16 12
44 42 32 46 20 28 28 32 20 20 20
Méd.43,6 39,2 38,4 35,8 28,6 23,2 26,2 21,6 23,6 17,2 16,8
Pme 1,6 1,86 1,8 2,2 3,2 a,9 A 1,8 2.8 1,68 1,4

0 Potencial de Repouso médioc (controle) é de -43,6mV (em misculo b.
cervicis de pintainho), enquanto que o de mamifero (em misculo diafragma

de camundongo) é -8@mV. Notar a despolarizacfio a partir dos 6@ minutos

apés a BthTX (n = 2).
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FIG. 14 - MEDIDA DO POTENCIAL DE REPOUSO E DA CONTRATURA EM PREPARACAO
BIVENTER CERVICIS DE PINTAINHO.
A) Controle da medida do potencial de membrana (o—o) média +
Epm (n = 2); B) correlacfio entre o potencial de membrana e a
amplitude da contratura (e—e) induzida pela BthIX (3%ug/ml)
durante 99 minutos de observac#io (n variando de 3 a 6). A seta

indica a adic#io da BthIX.



6. DISCUSSAD

Nossos resultados demonstram que a Bothropstoxina
(BthTX) isolada do veneno de Bothrops jararacussu despolariza
a membrana da fibra muscular 80 mesmo tempo em que evoca
contratura e bloqueio, sugerindo desta forma uma correlacfo
entre sua aclo despolarizante em membrasnas e seus efeitos
musculares. 0 aparecimento desses efeitos em preparacdes
curarizadas bem como o bloqueio incompleto da resposta a
acetilcolina (preparac8io biventer cervicis) sugerem a néo
participaclo de receptores colinérgicos. Hails ainda, o fato
de a TTX n#o impedir os efeitos da BthTX descarta a ativagdo
de canais de s6dioc como provdvel mecanismo de acio desta

toxina.

Despolarizacdo resistente 8 tetrodotoxina foi
descrita pela primeira vez por EARL e EXCELL (1872) com
cardiotoxina (CTX) de N. nivea e por MADEDDU e col., (1885)
com alphalatrotoxina. CHANG (1878), baseado em experimentos
usando misculos tratados com glicerol, e HARVEY e col.

(1982), utilizando preparacdo isolada muscular cuja membrana

havia sido removida, deduziram que a CTX age em membranas

celulares.
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A contratura e despolarizac#o induzidas pela BthTX
foram completamente inibidas pelo aumento da concentracéo de
Ca2+ de 1,8 para 10mM como descrito para CTX (TAZZIEF-
DEPIERRE e col., 1969; EARL e EXCELL, 1971; CHANG e col.,
1872; LIN SHIAU e col., 1876). Para a CTX este resultado foi
atribuido & possibilidade de que ela atue sobre os sitios de
ligac8io do cédlcio na membrana (HARVEY, 1985). Além disso, a
contratura e o bloqueio evocados por altas doses (30-80ug) de
BthTX, foram inibidos pelo asumento da concentrac#o externa de
CaZ+ (1@PmM). Entretanto, os efeitos caracteristicos da toxina
manifestaram-se quando o excesso de Ca2*+ foi removido por
repetidas lavagens com soluclo de Tyrode normal. Este
resultado sugere que CaZ+ 10mM, embora capaz de inibir as
respostas & BthTX, n&o impediu sua ligag8o a sitios
especificos na membrana, o gque possibilitou o aparecimento

ulterior dos efeitos caracteristicos da toxina.

0 aumento da amplitude da contratura induzida pela
BthTX em preparacdes de pintainho banhadas com soluc8io de
Krebs isenta de Ca2+ (@mM) ou a inibic8o de seu efeito por
EGTA ou Ca2+* (10mM) (em preparag¢des de camundongo) lembram os
efeitos da CTX em miasculo biventer cervicis (LIN SHIAU e

col., 1876).

Embora o significado destes resultados ainda n#o
esteja esclarecido, poderiamos sugerir que a BthTX possua uma
acdo direta sobre a membrana da fibra muscular, & semelhancsa

da CTX. Porgque o cédlcio tem um papel importante em manter a
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integridade funcional de membranas biolégicas e porque o
cdlcio € o gatilho para contrages musculares, é atrativo
supor que a BthTX, como as cardiotoxinas, interferiria de
algum modo com a ligacfio do cédlcio &s membranas. (HARVEY,

18985).

Consideramos relevante que a BthTX seja a primeira
proteina homogénea obtida de uma espécie de Bothrops com
caracteristicas de cardiotoxina. Ainda que semelhante a
muitas toxinas de venenos de cobras ativas na membrana, a
BthTX possui propriedades bioquimicas de fosfolipase A2, isto
é, similaridade em peso molecular e composicgéio de
aminodcidos. Entretanto, a toxina ndoc mostra nenhuma
atividade fosfolipdsica (HOMSI-BRANDEBURGO e col., 1988;
GUTIERREZ e LOMONTE, 19838), e também n&o tem a atividade
hemolitica observada no Pool IV (RODRIGUES-SIMIONI e col.,

1983).

0 conceito de toxinas membrano-ativas originalmente
considerado como caracteristica de veneno de Elapidae pode
precisar ser revisto em vista da presenga de toxinas
similares em venenos de certas espécies de crotalinae como B,
Jararacussu (RODRIGUES-SIMIONI e col., 18983), veneno de
Crotalus scutulatus (BIEBER e col., 1878) e B. nummifer

(GUTIERREZ, 1888).
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7 . RESUMO

A peconha de B. jararacussu tem sido objeto de estudo
desde o inficio do século. Recentemente foi realizado um
estudo sistematico do veneno total e de suas fragdes. Neste
estudo foi identificado, através de cromatografia por gel
filtrac8io, o pico de maior massa (o pool IV ocu SIII) como o
responsavel pela atividade do veneno bruto na Juncia

neuromuscular.

0 presente trabalho refere-se aos efeitos da frac#o
purificada, oriunda da recromatografia do pico principal

SIII, isenta de atividades fosfolipédsica e hemolitica, sobre

a Jjunc#do neuromuscular. A frac#o purificada foi chamada de

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

A BthTX foi estudada em duas prepara¢des distintas:
de camundongo (frénico diafragma) € de pintainho (biventer

cervicis).



8. CONCLUSOES

A partir das experiéncias realizadas conclui-se que:

1) Os efeitos da BthTX registrados sobre a Jjuncso

neuromuscular s3o contratura, blogueio, despolarizac8o e

abolig#o do potencial de asc&o composto.

2) Em ave, ha wuma correlacdo positiva entre 0

fendmeno de despolarizaciio e contratura.

3) A atividade bloqueadora da Jjunc¢i3o neuromuscular

n%o envolve a participac8io do receptor nicotinico nem a

ativacdo de canal de Na~.

4y 0 blogueio das resgpostas musculares se deve

provavelmente ao fendémeno de despolarizacso persistente.

5) 0 aumento na concentracdio do cdlcio externo
(Tyrode e Krebs Ca2+ 10mM) inibe a atividade biolégica da
BthTX, quando em dose igual a 10pg/ml. Entretanto, apdés a
retirada do excesso de Ca2+, a adic#oc de nova dose da toxina
promove o efeito caracteristico. Em concentragles superiores
(390 a 60ug/ml), a inibig¢a3o do efeito & parcisl, e apds a
lavagem da preparacip instalam-se, de modo imediato,
contratura e bloqueio irreversiveis, sugerindo que a toxina

se fixe & membrana.
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6) A elevada concentracsio de Ca2+ (19mM) inibe os
efeitos da BthTX. Sua auséncia (Ca2+ PmM) determina a
exacerbac38o dos mesmos. EGTA adicionada a soluc#io sem Ca2+
abole completamente os efeitos da BthTX. Resultados
semelhantes obtidos com a CTX levaram & sugest@io de que a

toxina atue sobre os sitios de ligac#o de CaZ+ nsa membrana.

7) As semelhancas observadas entre a BthTX e as CTXs
justificam a inclus8o da BthTX no grupo de toxinas ativas em

membranas, até agora caracteristicas da familia Elapidae.
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9. ABSTRACT

The effects of Bothropstoxin, a component from
Bothrops Jjararacussu snake venom on the mouse 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 1mM EGTA.

As it lacks PLAz, protease and hemolytic activity, it

may belong to the class of cardiotoxins.
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