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Resumo

Resumo

O veneno da Micrurus surinamensis, uma cobra coral da regido
amazonica, induz bloqueio neuromuscular nas preparacbes nervo
frénico-diafragma de rato e nervo-musculo biventer cervicis de pintos.
O veneno deprime a tensio das respostas do diafragma a estimulacao
direta, ndo deprimindo, entretanto, a do biventer cervicis. Deve conter
uma ou mais toxinas pés-sinapticas curaremiméticas, uma vez que 0s
potenciais de placa terminal em miniatura (ps.p.t.m.) bioqueados pelo
veneno reapareceram apoés a adicdo da neostigmina ao banho. Deve
haver também no veneno toxina ou toxinas que induzem a

dessensibilizacdo do receptor da placa terminal, fato demonstrado
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pelo efeito antagdnico da 4-aminopiridina (4-AP) sobre o biogueio dos
ps.p.t.m. induzido pelo veneno. A reversibilidade e o efeito antagdnico
da neostigmina e da 3,4-diaminopiridina (3,4-DAP) apenas parciais
nas preparagdes nervo frénico-diafragma de rato e biventer-cervicis de
pintos sugere a presencga de neurotoxina pds-sinéptica irreversivel ou
de neurotoxinas pré-sinapticas no veneno. A acdo contraturante do
veneno, mais evidente no musculo biventer-cervicis de pintos, ndo
abolida pela curarizacao da preparagdo mas suprimida pela elevagao
da concentracdo de calcio na solugao nutritiva ou adicdo de sulfato de
magnésio (MgS0,), e a acado despolarizante das membranas das
fibras do diafragma mostram que o veneno contém constituintes de
acdo semelhante a das cardiotoxinas. Portanto, os efeitos
neuromusculares e miotdxico do veneno de M. surinamensis resultam
de acOes de um conjunto de toxinas, que ocorrem em outros venenos
de cobras corais. E a primeira vez que acbes semelhantes & das

cardictoxinas € identificada em espécies de Micrurus sul-americana.
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1. INTRODUCAO

As cobras corais s30 0s representantes da familia E/apidae no
Novo Mundo. Encerram os géneros Micruroides e Micrurus. O género
Micrurus compreende cerca de 120 espécies e subespécies, segundo
[ ROZE (1982); CAMPBELL & LAMAR (1989) ]. Estao distribuidas
desde o Sul dos Estados Unidos até a América do Sul, onde apenas
no Chile ndo s&o encontradas. Sao as serpentes do género Micrurus
as cobras corais responsaveis por acidentes de envenenamento no
homem. Os acidentes entretanto, sdo pouco freqientes, em razdo de
estas serpentes apresentarem habitos subterraneos, sendo além disso

esquivas e pouco agressivas.
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Segundo o Programa Nacional de Ofidismo do Ministéric da
Salide do Brasil, dos 70.600 acidentes ofidicos, no periodo de junho
de 1986 a dezembro de 1989, apenas 0,43%, (333) sédo atribuidos as
corais (RESENDE et al.,1989; Ministério da Satde, 1990). Em Séao
Paulo dentre as 4.685 notificacoes recebidas de acidentes, onde
consta 0 género a que pertencia a serpente, apenas 1,1% foram
causados por Micrurus (RIBEIRO et al, 1993). Embora pouco
freqientes, o0s acidentes, regra geral, sdo severos, dada a grande

toxicidade da peconha .

Segundo VITAL BRAZIL (1982), as caracteristicas das pe¢onhas

elapidicas séao as seguintes:

o apreseniam elevada toxicidade, muito superior, regra geral, a

das serpentes solendglifas;

e causam paralisia flacida e, em geral, morte por insuficiéncia

respiratéria aguda;
e exercem pequena ou nenhuma atividade proteolitica;

* N30 provocam hemorragias ou exercem acgao coagulante,

com excecao de elapidios australianos;

e nao liberam bradicinina.




introdugao

Nos acidentes causados por cobras corais, além da paralisia
motora e dos musculos da respiracdo, ja citados, ocorrem sialorréia e,
na regidoc da mordedura, perturbacbes da sensibilidade (dor,
parestesia, anestesia). Mionecrose € induzida por véarias espécies de
Micrurus na regiao de inoculagao da peconha, com aumento dos
niveis plasmaticos de creatina quinase (GUTIERREZ et al,
1983/1992). A peconha de Micrurus comumente apresenta, atividade

fosfolipasica A, (AIRD & DA SILVA, 1991).

Nos acidentes, ndo sdo observadas mioglobinuria, oligtria ou
anuria. Facies semenhante ao que apresentam os pacientes de
miastenia grave e nos intoxicados pelo curare e denominado por
ROSENFELD (1971) “facies neurotbxico”, &€ sintoma precoce que foi
registrado, pela primeira vez, por BRAZIL & BRAZIL FILHO (1933).
Consiste em ptose palpebral, perturbacbes da visao (diplopia, turvacdo
da visado, oftaimoplegia), ptose mandibular e paralisia de outros
musculos faciais. Em casos graves, ha paralisia da laringe e da

faringe, impossibilitando o paciente de falar e de deglutir.

Em razdo de induzir paralisia, a pegonha das corais €
considerada neurotdxica (BRAZIL, 1914; ROSENFELD, 1971) como a

da cascave! sul-americana.
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A causa da paralisia motora e respiratéria induzida pela pegonha
das Micruri, € a sua acéo bloqueadora da transmissao neuromuscuiar
(VITAL BRAZIL & BARRIO, 1950a, 1950b; VITAL BRAZIL, 1963,
PELLEGRINI FILHO & VITAL BRAZIL, 1976; VITAL BRAZIL,

1976/1977). Este bloqueio se deve:

1) a uma acdo poés-juncional exclusiva, através da interagdo de
sua ou suas neurotoxinas, com o receptor nicotinico da placa terminal
como a peconha de M. frontalis (VITAL BRAZIL et al., 1976/1977) e,

provavelmente, como a de M. lemniscatus (VITAL BRAZIL, 1963),

2) a ag0es pds e pré-juncionais, através da interagcdo com os
receptores nicotinicos da placa terminal e inibicdo da liberacéo
evocada do neurotransmissor como a peg¢onha de M.corallinus (VITAL

BRAZIL & FONTANA, 1983/1984),

3) a a¢Oes pos-juncional e despolarizante da membrana da fibra
muscular como a pegonha de M. fulvius (WEISS & MCISAAC, 1971;
SNYDER et al., 1973) e M. nigrocinctus, (DOLO et al., 1986;
GOULARTE & RODRIGUES-SIMIONI, 1994);

4)a uma acdo pés-juncional devida a dessensibilizacdo do

receptor da placa terminal e, possivelmente, a acbes pré-juncional e

10
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pds-juncional no sitio receptivo para a acetilcolina do receptor da placa

terminal como a pegonha de M. spixii (VITAL BRAZIL et al., 1995).

A cobra coral Micrurus surinamensis distribui-se através do vaile
do Amazonas e alto dos rios Orinoco e Negro, abrangendo os paises
Coldémbia, Equador, Peru, Brasil, Gliianas e Venezuela (Figura 1). Seu
nome vulgar em tupi é “boichumbeguacu” e significa “cobra grande de
focinho chato” (AMARAL, 1977). Tem tamanho médio de 740 mm
podendo atingir até 1.125 mm. A cabeca é vermelha, larga, com
suturas negras e triades negras distintas, sendo o anel mediano largo.
Dois anéis amarelos mais estreitos separa os anéis laterais estreitos.
Uma faixa larga vermelha separa as triades que variam em numero de

5 a 8 (Figura 2).

Difere das outras corais por ter habitos aquaticos, vivendo em
lugares alagados (igapés), igarapés e em area da mata primitiva
(HOGE & ROMANO, 1972; CUNHA & NASCIMENTO, 1978).

Alimenta-se de peixes (CAMPBELL & LAMAR, 1989).

11
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CAMPBELL & LAMAR, 1989

Figura 1: Distribuicdo da M. surinamensis - Vale do Amazonas e alto
dos rios Orinoco e Negro, abrangendo os paises da Colémbia,
Equador, Peru, Brasil, Bolivia, Glianas e Venezuela.

12
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CAMPBELL & LAMAR, 1989

Figura 2: Cobra coral Micrurus surinamensis, tamanho médio 740 mm,
podendo atingir até 1.125mm. A cabeca é vermelha, larga, com
suturas negras e triades negras distintas, sendo 0 anel mediano largo.
Dois anéis amarelos mais estreitos separa os anéis laterais estreitos.
Uma faixa larga vermelha separa as triades que variam em nimero de

5a8.

13
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2. OBJETIVO

Estudo do modo de agdo do veneno de Micrurus
surinamensis na jungdo neuromuscular e no musculo

esquelético.

15
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3. MATERIAIS E
METODOS

3.1. Preparacdo nervo frénico diafragma de rato

Ratos Wistar macho ou fémea com peso entre 200 a 250 g,
foram usados para a retirada do hemidiafragma esquerdo, apds serem
anestesiados pelo cioral hidratado (0,3 mg/g) e sacrificados por

seccao dos vasos cervicais.

Uma vez retirado o hemidiafragma com seu nervo frénico, foi
fixado a um eletrodo-suporte e suspenso em uma cuba de 20 ml com

solucéo de Tyrode (composiciao em mM: NaCl 136,8, KCI 2,7, CaCl,

17
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1,8, NaHCO; 11,9, MgCl, 0,25, NaH,PO, 0,3, glicose 11,0). A
preparacaéo foi mantida a 37 °C e borbulhada com carbogénio a 5%
(95% de O, e 5% de CO,). As experiéncias foram sempre iniciadas
apds sua estabilizacdo por um periodo de 30 min Em todas as
preparacoes isoladas do nervo frénico-diafragma de rato a técnica

empregada foi a de BULBRING (1946).

Estimulou-se o nervo frénico com pulsos retangulares
supramaximais de 0,2 ms de duragdo e 0,05 Hz de fregléncia. A
estimulacao direta foi feita com pulsos de 80 V, 2 ms, 0,05 Hz, em
preparagoes bloqueadas pela peconha de M. surinamensis ou pela d-
tubocurarina (dTc¢). Os pulsos foram gerados por estimulador Grass
mod. S88 e as contracbes registradas em fisibgrafo NARCO BIO-
SYSTEMS mod. Narcotrace-40 através do transdutor F 60 isométrico,
em acoplador universal mod.7189. Em algumas experiéncias foram
registradas por transdutor isométrico LOAD CELL BG-10 Gm, em pré-

amplificador universal acoplado ao fisiégrafo GOLD mod. RS 3400
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- 3.2. Hemidiafragma cronicamente desnervado de
rato

Hemidiafragmas esquerdos de ratos foram desnervados
segundo técnica descrita por VITAL BRAZIL (1963). Quinze a trinta
dias apb6s a desnervacao, os hemidiafragmas esquerdos foram
retirados, montados em eletrodo especial e suspensos em cuba de
vidro, com 20 ml de solugcéo de Tyrode mantida a 37°C e borbulhada

com mistura de 95% de 0, e 5% de CO- (técnica descrita em 3.1).

As contraturas do hemidiafragma foram produzidas pela adicao
de 1 a 4 yg/ml de acetilcolina (Ach) e registradas em fisiégrafo com
transdutor isomeétrico. Excitava-se ¢ diafragma com estimulos elétricos
por periodos de 5 minutos, juntando-se a Ach ao banho 30 a 40

segundos apos a cessacao da estimulacédo elétrica.

Entre os periodos de estimulacdo, procedia-se a lavagem do
diafragma desnervado. Com esse objetivo, substituia-se a solucéo de
Tyrode de & em 5 minutos durante periodos de 30 min. A lavagem da
preparacao tinha inicio 30 a 60 segundos apbs a jungdo da Ach ao

banho. A solugcado contendo a pegonha permanecia 30 minutos em
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contato com o diafragma antes da estimulacao elétrica e da jun¢ao da

Ach ao banho.

3.3. Preparacé@o nervo-musculo biventer cervicis de

pintos

Musculos biventer cervicis de pintos (linhagem HY-Line W 36; 4 -
12 dias) foram preparados de acordo com o método de GINSBORG &
WARRINER (1960). Suspenderam-se as preparagdes em cuba de 5 ml
com solucdo de Krebs (composicao em mM: NaCl 136,0, KCi 5,0, CaCl, 2,5,
MgSO4 1,2, KHPO4 1,2, NaHCO; 23,8 e glicose 11,0), & temperatura de

37 °C e borbuthamento com carbogénio a 5%.

A preparacao foi estimulada indiretamente com pulsos retangulares
supramaximais de 0,2 ms de duracao e 0,05 Hz de freqliéncia. Interrompia-
se a estimulacéo durante a adicao da Ach, carbacol efou do KCI ao banho.
Em outras preparagoes, adicionou-se neostigmine, 3,4- diaminopiridina (3,4-
DAP) ou 4-aminopiridina (4-AP) quando a preparagao se encontrava

em torno de 90% de bloqueio, apds a adicdo do veneno.

A influéncia do Ca® foi investigada, mantendo a preparacéo

banhada em solu¢éo de Krebs com alto Ca** (10 ug/ml), antes e apés
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a adicdo do veneno. A estimulacado direta do musculo foi realizada
com pulsos retangulares entre 60 a 80 V, 0,2 ms e 0,05 Hz, quando a
preparacdo se achava bloqueada pelo veneno ou previamente

curarizada, (dTc 10 pg/mi).

A peconha foi também adicionada a preparagbes néo
estimuladas eletricamente, com ou sem TTX ou dTc € na vigéncia de
seu efeito maximo contraturante, adicionava-se sulfato de magnésio
(MgSO,) - isento da agua de hidratacdo ao banho. O tempo de

equilibrio em todas as preparacgdes foi de 20 minutos.

3.4. Eletrofisiologia - Estudo do efeito do veneno no
potencial de repouso e no de placa terminal

em miniatura (p.p.t.m.) em diafragmas de rato

Utilizou-se a mesma técnica usada em ( 3.1 ) para a retirada do
hemidiafragma esguerdo com um segmento do nervo frénico
correspondente. A preparacio, com sua face toracica voltada para
cima, foi estendida e fixada horizontalmente por meio de alfinetes
apropriados, em cuba acrilica revestida de resina e silicone (“Sylgard”),

com 8 cm de comprimento, 5 cm de largura e 2 cm de profundidade. A

21



Materiais e Métodos

cuba foi preenchida com 10 ml de solucdo de TYRODE, sendo
borbulhada com carbogénio. Manteve-se o banho & temperatura

ambiente (20 - 27°C).

Os potenciais foram captados através de microeletrodos (Mes)
de vidro preenchidos com sclucado de KCi 3 M. Os Mes apresentaram
resisténcia compreendida entre 5 - 25 MQ (FATT & KATZ, 1951/1952).
Foram preparados no proprio laboratério e conservados em geladeira.

Para sua confeccdo utilizaram-se tubos de vidro apropriado e um

“Microelectrode Pulier” CPF, modelo 8104, Paimer.

3.4.1. Descricdao sumaria do circuito

O Me fixado em sua parte posterior a um suporte apropriado de
acrilico. A fixacao do Me na parte antero-inferior do suporte é feita
através de um tubo de aco inoxidavel com rosca externa € porca
conica de metal com orificio central suficiente para a introducao do
Me, junio com um anel de vedagao de polietiieno. Na parte pbstero-
inferior do suporte, um fio de platina é conectado a um seguidor
catédico através de um fio condutor blindado (Figura 3). A conecgao

entre o Me e o fio de platina é feita através de um vaso comunicante,
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preenchido com solucdo KCI a 3 M. Na parte superior do suporte, os
orificios do vaso comunicante séo vedados por uma laminula aderida

através de uma delgada camada de vaselina sélida.

O suporte é fixo ao braco de um micromanipulador JENA
acoplado a um microscépio estereoscopio ZEISS para aumento de até
40 vezes. Este equipamento permite realizar micro deslocamentos
verticais € horizontais, controlando a introdu¢do do Me nas fibras
musculares para as medidas do potencial de repouso (PR) e captagao
dos potenciais de placa terminal em miniatura (NASTUK & HODGKIN,
1951; FATT & KATZ, 1951). O seguidor catodico € posicionado
proximo ao braco do micromanipulador e conecta-se ao canal do
osciloscopio TEKTRONIX 5103 N com mddulos 5A 22N “differential

Ampl” e 5812 N “dual time base”.

O eletrodo indiferente constituiu-se de um fio de platina incluido
em tubo de vidro submerso em mercurio (Hg), e preenchido com KCl 3
M onde colocou-se um tubo curvo (para adaptacao a altura da cuba
com solu¢do nutritiva) preenchido com agar-salina e ligado por meio
de um fio condutor a um gerador de impulsos capaz de fornecer sinais
de 100 ou 50 mV. A preparacac e toda a aparelhagem empregada

permaneciam no interior de uma gaiola de FARADAY montada sobre
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uma mesa rigida, fixada no solo a fim de evitar vibracdes. O circuito

descrito esta esquematizado de forma simplificada na Figura 3.
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Laminula
KCl w]
SEGUIDOR .
CATADICO BSCHOSCOPIO
Platina
CALIBRADOR
my :

PONTO
TERRA

SEGUIDOR
CATODICO

I“W oscC.
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i:zﬂ Mo

CALIB. C

my

Figura 3 — Esquema do circuito para registro eletrofisiolégico dos potenciais de
repouso, de placa terminal em miniatura, de placa terminal e do potencial de
acao.

A — circuito simplificado

B - circuito simplificado para a obtencao da resisténcia do Me

C — circuito para medida da resisténcia do Me
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3.4.2. Medida da resisténcia do microeletrodo

Apds ser retirado de seu suporte de estocagem, o Me era
encaixado e preso em seu suporte. Fixava-se o conjunto no bra¢o do

micromanipulador, ligando-se o seguidor catédico ao suporte do Me,

através de seu fio condutor.

Procedia-se a medida da resisténcia do Me mergulhando-0 na
solucdo nutritiva e introduzindo em paralelo no circuito uma resisténcia de
valor conhecido (20 MQ). Eram desprezados aqueles cujas resisténcias

nao estavam compreendidas entre 5 - 25 MQ.

3.4.3. Potencial de repouso

A determinacao do potencial de repouso (PR) das fibras musculares
fez-se da seguinte maneira: sob confrole microscdpico inseria-se 0
microeletrodo no interior de uma fibra muscular e media-se o deslocamento
vertical sofrido pelo feixe no osciloscopio, no momento da penetracéo.
Repetia-se 0 mesmo procedimento em § fibras distintas da regido em

periodos nao superiores a 1 minuto, calculando-se a média aritmética das
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leituras realizadas e 0 erro padréo. Antes da adicdo do veneno de M.
surinamensis, fizeram-se medidas do PR (tempo zero controle), repetidas
em 5, 15, 30, 60 e 80 min apos a adicdo da pegonha nas concentracbes de

10 e 20 pg/ml.

3.4.4. Potencial de placa terminal em miniatura
(p.p-t.m.}

Nas experiéncias em que se estudou o efeito da peconha sobre
a amplitude e fregliéncia dos ps.p.tm., o processo usado para a sua
obtencé@o foi semelhante aquele usado para a obtencdo dos PR. A
diferenca consistiu em implantar o Me junto a placa terminai motora ou
0 mais proximo da sua regido e monitorar no visor do osciloscopio a
fregiiéncia ou forma dos ps.p.t.m.. A forma era observada através do
aumento da velocidade de varredura do sinal, de 2 ms para 10 ms .
Quanto mais vertical a fase ascendente do p.p.t.m., mais préoximo da

placa se encontrava o Me (FATT & KATZ, 1951,1952).

Os ps.p.tm. foram registrados através do osciloscopio
(sensibilidade 1,0 mV/cm) e fotografados com filme “polaroid” por meio

de “camera osciloscope” modelo C - 5A. A peconha foi adicionada nas
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doses de 5, 10 e 15 pg/ml, em doses Unicas ou cumulativas, a 4-AP e
a neostigmine foram adicionadas ap6s o Dblogueio total

(desaparecimento dos ps.p.tm.) doses de 20ug/ml e 2ug/mi

respectivamente.

3.5. Drogas e sais usados

Metilsulfato de neostigmine (NEO) - (“Prostigmine® Roche);
cloreto de d-tubocurarina (dTc) (Abott), cloreto de carbamilcolina
(carbacol), iodeto de acetilcolina (ACh), 3,4-diaminopiridina (3,4-DAP),
4-aminopiridina (4-AP) e tetrodotoxina (TTX) (Sigma), cloral hidratado
(Reagen), bicarbonato de soédio (Na,COs;) (Carlo Erba), cloreto de
calcio (CaClbH,0) (Merck), cloreto de magnésio (MgCl6H,0)
(Reagen), cloreto de sédio (NaCl) (Ecibra), cloreto de potassio (KCI)
(Merck), fosfato monobasico de sédio (NaH.PO,H,0) (Merck), glicose

(Merck), sulfato de magnésio (MgS0,7H.0) (Merck) e resina/silicone -

Sylgard (Dow Corning CO.).
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3.5.1. Veneno de Micrurus surinamensis

Parte do veneno de M. surinamensis foi adquirida da Sigma
Company St. Louis, MO, USA, e parte foi gentiimente cedida por Paulo
Friedrich Bulhrneim, do Centro de Ofidismo do Instituto de Medicina

Tropical da Amazdnia.

Na determinacao de sua dose mediana letal usaram-se seis
camundongos machos de 18 a 22 g por dose e quatro niveis de doses

em progressao geomeétrica de razao 1,25.

Administram-se as solucdes da peconha por via venosa caudal,
no volume de 0,5 ml. Fizeram-se calculos para a determinacao da DLs

pelo procedimento de WEIL (1952).

Os sinais e sintomas do envenenamento dos animais foram
observados durante quarenta e oito horas. Realizaram-se necropsias

logo apds a morte dos animais.

3.6. Estatistica

Os resultados foram expressos em médias * erro padrdao das

médias (E.P.M.). Avaliou-se a significancia da diferenca entre duas
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médias peio test- t de Stundent, sendo considerada significante
gquando igual ou maior de 95% (p < 0,05). Os resultados do PR foram
submetidos ac feste de Kruskal-Wallis, com significincia de 5%

(p < 0,05).
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4. RESULTADOS

4.1. Dose mediana letal em camundongos; sintomas

A dose mediana letal (DLsg) do veneno de M. surinamensis e
seus intervalos a nivel fiduciais de 95%, em camudongos, calculados
pelo processo de WEIL (1852), foram os seguintes: 739 (558 a 982)
Hg/Kg.

Decorridos 40 a 60 minutos da injecdo do veneno de M.
surinamensis, produziu-se cianose da cauda, do focinho e das patas,

além do aumento acentuado da hipotonia muscular. Observou-se

também hemorragia nas narinas € genitalia, e em alguns a exofitaimia
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se fez presente. Sob a autdpsia, os intestinos apresentaram-se
cianoticos e observou-se hemorragia toracica e puimonar. O sangue

apresentou-se incoagulavel.

Nos primeiros 5 a 30 minutos, observaram-se também
hemorragia no local da inje¢cao, hipotonia muscular e pilcerecdo que

perdurou em alguns camundongos por mais de 48 horas.

As mortes durante os primeiros 40 a 60 minutos foram devidas,
provavelmente, as hemorragias. Nos animais que sobreviveram apés
esse tempo, observaram-se paralisia flicida, vasodilatacdo periférica,
respiracdo diafragmatica, e as mortes desses animais ocorreram,

possivelmente, por parada respiratoria.

4.2. Efeitos sobre a transmissdo neuromuscular e
sobre o musculo na preparacdo nervo-frénico
diafragma de rato; acdo antagonica da

neostigmina e da 3,4-diaminopiridina.

A peconha de M. surinamensis nas concentracdes de 2,0, 10,0 e
20,0 uyg/mi induziu 80% de bloqueic neuromuscular no diafragma

estimulado indiretamente (pulsos de 0,05 Hz) em 198 £ 17,7 min
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(n=3), 172,0 * 16,0 min (n=6) e 78,0 * 150 min (n=6)
respectivamente (Figuras 4 e 5). Apds blogueio completc das
respostas, a estimulacao direta do diafragma (puisos de 80 V, 2,0ms e
0,05 Hz) provocou contragbes de tensbes 69,8 £ 21,8%, 44 £+ 59% e
52 + 9,4% inferiores as dos “twitches” obtidos antes da adicdc do

veneno ao banho.
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- Figura 4 - Bloqueio neuromuscular produzido pelo veneno de Micrurus
surinamensis (10 pg/ml) na prepara¢éo nervo frénico-diafragma de rato. Em
(A) adicdo do veneno (V) seguido de discreto aumento da tensio dos
“twitches”. Em (B) bloqueio de 85% apds 180 min da adi¢cdo do veneno ao
banho. Estimulacao indireta com pulsos supramaximais de 0,05 Hz e 0,2 ms.
Em (C) estimulacao direta (*) com puisos de 0,05 Hz, 2ms e 80 V, apos

blogueio total.

s

5 min.
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Estimuiacdo Indireta

|| Estimulacdo Direta Mlsculo Curarizado

T

Tempo de Blogueio (min)

2 ug/mi 10 ug/mi 20 yg/mi
Veneno de Micrurus surinamensis

Figura 5 — Blogueio de 80% das respostas do diafragma de rato ndo
curarizado e curarizado, produzido pela peconha de Micrurus
surinamensis nas concentragdes de 2 ug/ml (n=3), 10 pg/mi (n=6) e 20
pg/ml (n=6) a estimulacédo indireta e nas concentracbes de 10 ug/mi
(n=3) e 20 pg/ml (n=5) a estimulacdo direta em diafragmas
curarizados. Cada ponto indica a média + erro padrao.
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-Em preparagdes curarizadas (dTc, 10,0 yg/ml) estimuladas com
pulsos de 80 V, 2,0 ms e 0,05 Hz, o veneno produziu 80% de biogueio
das respostas do diafragma aos 210 + 23 min (n=3) e aos 201 + 39
min (n=5) nas concentragcbes de 10,0 e de 20,0pug/mi,
respectivamente (Figura 5). Aos 150 min a depressdo na tenséo dos

“twitches” foi de 39 & 14,0% (n=5) com emprego de 10,0 yg/ml de

veneno e de 50 + 13,0 (n=6) com o de 20,0 pg/ml.

O efeito depressor do veneno na tensdo das contracdes
provocadas pela estimulacéo direta do diafragma nao foi, pois, dose

dependente.

Em trés experiéncias, adicionou-se a neostigmina (2,0 yg/ml) ao
banho na vigéncia de 90% aproximadamente (91,0 + 2,3%) de
bloqueio das respostas do diafragma a excitacdo indireta produzido
por 10,0 pg/ml da peconha de M surinamensis. O anticolinesterasico
induziu apenas pequeno (22,0 + 10,0%) e transitorio aumento na
tensdo dos “twitches” (Figura 6). Adicionada ao banho apds bloqueio

superior a 95%, a neostigmina nao alterou ou reverteu as contracoes.

*

A diferenca entre os valores 39 + 14,0% (n=5) e 50 + 13,0 (n=6) n3o é estatisticamente
significante
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A 3.,4-diaminopiridina (20,0 ug/mi), adicionada ao banho em
quatro experiéncias, quando o bloqueio produzido pelo veneno era de
83,0 + 0,93%, causou 72,0 = 20,8% de aumento na tensdo das
respostas do diafragma a excitacéo do nervo frénico (Figuras 7 e 8)
aos 20 minutos em média de sua adicdo. Contudo, o efeito ndo
persistiu, reinstalando-se lentamente o bloqueio. Em duas
experiéncias em que se adicionou a 4-AP na vigéncia de blogueio

superior a 95% nao houve efeito antagénico.

A peconha de M. surinamensis produziu ligeira contratura do
diafragma em todas as experiéncias (Figuras 6, 7 e 8). Observou-se
também aumento na tensdo dos “twitches” previamente ao bloqueio

(Figuras 6, 7 e 8).
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Figura 6 — Efeito da neostigmina (Neo) no blogueio produzido pela
pegonha de M. surinamensis (V) na preparacdo nervo frénico-
diafragma. Em (A), adi¢do do veneno (10 pg/ml) ao banho. Em (B), (C)
e (D) blogueios produzidos em 40, 170 e 240 min, respectivamente.
Em (E), efeito antaglnico parcial da Neo, ap6s 90% de bloqueio. Em
(B), discreto aumento da tensdo dos “twitches”, logo apds a adicao do
veneno.
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(===
5

3,4-DAP |29

2 min

Figura 7 — Efeito da 3,4 diaminopiridina (3,4-DAP) no blogueio
produzido pela peconha de M. surinamensis (V), na preparagao
nervo frénico-diafragma de rato. Em (A), adicdo da pegonha. ao
banho. Em (B), (C) e (D), respostas a estimulagao indireta aos 25, 180
e 210 min, respectivamente. Em (E), ap6s 233 min, blogueio de 84% e
adicdo da 3,4-DAP ao banho. Em (F), antagonismo total apds 22 min
da adicio da diaminopiridina. Observa-se em (G) e (H) o periodo em
que o blogueio volta a instalar-se. Doses — veneno: 10 ug/ml; 3,4-DAP:
20 ug/ml.
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— M. surinamensis (10 ug/ml)
e 3 4-DAP (20 ug/ml)
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Figura 8 - O gréfico representa o bloqueio dos "twitches" pela adicao
do veneno de M. surinamensis (10 pg/ml), a preparacao nervo frénico-
diafragma de rato. Cada ponto na curva corresponde a média + erro
padrdo de 4 experimentos. Em vermelho o antagonismo induzido pela
adicdo da 3,4-DAP (20 ug/mi) e o retorno para o bloqueio total (n&o
mostrado). Observa-se discreta facilitacdo, apds adicdo do veneno.
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'4.3. Efeitos sobre as respostas & acetilcolina (Ach)
e, a excitagdo elétrica no hemidiafragma
desnervado de rato.

A peconha de M. surinamensis na dose de 5 pg/mi (n=3), 5 min
apo6s incubacdo durante 30 min com ¢ hemidiafragma desnervado
inibiu a contratura produzida pela Ach (1 a 4 ug/mi) (Figura 9). A
intensidade da inibicao da contratura decresceu progressivamente
durante as sucessivas lavagens da preparacao. Em uma experiéncia
no final de 180 min , a resposta do hemidiafragma desnervado & Ach
era 44% da obtida antes da incubagcdo com o veneno (Figura 9). Nas
outras duas experiéncias as respostas atingiram 78 e 60% aos 210 e

240 min, respectivamente.

A excitacao elétrica do hemidiafragma desnervado (pulsos de 80
V, 2 ms e 0,05 Hz) ap6s a incubagdo com o veneno, provocou
respostas que diminuiram de maneira progressiva durante as
sucessivas lavagens (Figura 9). Em uma experiéncia verificaram-se
aos 180 min respostas com tensao de 43% da dos “twitches” obtidos
antes da incubacao da peconha. Nas outras duas, a tensao foi de 33,0

e 40,0% aos 210 e 240 minutos.
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Figura 9 - Preparagéo hemidiafragma desnervado de rato. Respostas a estimulagio elétrica
(pulsos de 80 V, 2 ms e 0,05 Hz) durante 5 min e & Ach {2 ug/ml). O veneno de M.
surinamensis (5 pg/mi) permaneceu 30 min em contato com a preparagdo antes da adigdo
de Ach. Interrompeu-se a estimulagéo elétrica 30 a 40 segundos antes de cada adicdo de
Ach ao banho e lavou-se a preparagéo 30 & 60 segundos apds a resposta de 5 em 5 min por
periodos de 30 min. Aos 180 min apés a adigio do veneno ao banho observou-se reversio

parcial do bloqueio a Ach (44 %).
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4.4. Efeitos sobre o potencial de repouso da mem-
brana das fibras musculares do diafragma de

rato.

Determinou-se o potencial de membrana antes € 5, 15, 30, 80 e
90 minutos apés a adi¢do de 10,0 yg/mi de veneno ao banho e 5, 10,
20, 40 e 80 minutos apds a administracdo da dose de 20 pg/mi. Os
valores na Tabela 1 representam a média da determinagdo do
potencial em 5 fibras e seu erro padrdo. Realizaram-se trés
experiéncias com o emprego de 10,0 yg/mi do veneno e cinco com a
de 20,0 ug/ml. As redugdes do potencial de membrana foram
estatisticamente significantes a partir dos 10 ou 15 min da adicao do

veneno ao banho (Tabela I).

43



Resultados

Tabela 1 - Efeito do veneno de WMicrurus surinamensis sobre o
potencial de repouso (PR) no diafragma de rato.

Doses do veneno
Tempo 10 pg/mi (n=3) 20 yg/ml (n=5)
{(min)
PR {mV) PR {mV)

0 81,60+ 0,83 84,5+ 0,69
5 78,563 + 1,87 82,24 + 0,93
10 0 e 79,2 + 1,03*
15 7,2+168 0 e
20 0000000 e 78,08 + 0,735 **
30 75,73+142* 0 e
40 0 e 76,72+ 0,68 **
60 73,60 + 1,6** 76,16 + 0,848 **
80 @ e 78,8 + 0,57 **
90 74,3 + 2,24* —

* e * diferencas com o potencial de membrana (PR) antes da
adicéo do veneno ao banho significantes, a nivel de 85% (p<0,05) e
09% (p < 0,01), respectivamente.
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4.5. Efeitos sobre os potenciais de placa terminal
em miniatura (ps.p.t.m.); acao antagénica da

neostigmina e da 4-aminopiridina (4-AP).

Realizaram-se seis experiéncias no diafragma isolado de rato
para esclarecer os efeitos do veneno de M. surinamensis sobre os
ps.p.tm. € os da neostigmina e da 4-AP sobre o seu blogqueio. Em trés
experiéncias, empregou-se a dose {mica de 5,0 ug/ml de veneno e em
trés, adicionaram-se ao banho, cumulativamente, duas ou trés de 5,0
pug/mi. O tempo de abolicdo dos ps.p.t.m. variou em limites de 47 (14-
80) min e 85 (67-107) min com © uso da dose Unica e das cumulativas,
respectivamente. Em todas as experiéncias, a amplitude dos ps.p.t.m.
decresceu progressivamente apos a adicao de veneno ao banho até o
seu desaparecimento (Figura 11-II). O biogueio foi antagonizado pela

neostigmina (Figura 10) e pela 4-AP (Figura 11).

Ap6s a administragdo de neostigmina, os ps.p.t.m. retornaram
com ampiitude muito reduzida em uma (Figura 10-II) das trés
experiéncias realizadas. A média de reducdo da freqiéncia dos
ps.p.t.m. em relacéo & sua freqliéncia anterior a adigdo do veneno ao

banho foi de 42%, com parciais de 76% e 70% de reducdes e de 21%
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de aumento. ApG@s a adicao da 4-AP, os ps.p.t.m. reapareceram com
amplitudes pouco diferentes das anteriores a adicdo do veneno ao
banho (Figura 11). A frequéncia dos ps.p.tm., por outro lado, foi em
média apenas 30% inferior & anterior ac emprego do veneno (Figura

11), com parciais de 72% e 27% de reducéo e 9% de aumento.
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nnv]_
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Figura 10 — Agéo do veneno de M. surinamensis sobre os potenciais de
placa terminal em miniatura no diafragma de rato. Efeito antagbnico do
metilsulfato de neostigmina (2 yg/mi). TIAeBeIl.Ae B. Controie; 1LC e
I1.C. 47 e 40 min, respectivamente, apds a adicdo do veneno ao banho;
1.D e I1.D. 15 min apéds a adigdo da neostigmina.
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Figura 11 — Ag&o do veneno de M. surinamensis sobre os potenciais de
placa terminal em miniatura. Efeito antagonico da 4-aminopiridina (4-AP).
LA e B. Controle; 1.C. 60 min apds a adigdo do veneno (5 ug/ml) ao banho;
1.D. 10 min apds a adicdo da 4-AP (20 pg/mi); I.A. Controle; TL.B. 30
minutos apos a adicdo do veneno (5 pg/ml) ac banho e imediatamente
apds a de uma segunda dose (5 pg/mi); .C. 85 min apds a primeira dose
do veneno; ILD. 10 min apds a 4-AP (20 pg/mi).
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4.6. Efeitos sobre a transmissao neuromuscular,
sobre as contraturas provocadas pela
acetilcolina (Ach), carbacol e K* e sobre a exci-
tacdo elétrica direta na preparacéo nervo-
misculo biventer cervicis de pintos; influéncia
do Ca?* sobre a contratura do biventer cervicis

induzida pelo veneno.

A pegonha de M. surinamensis na concentracdo de 10,0 ug/mi
produziu bloqueio de 80% aos 18 + 1 min (n=6) na prepara¢ao nervo-
mulsculo biventer cervicis, estimulada indiretamente com pulsos
maximais de 0,2 ms e 0,05 Hz (Figura 12 - I). Apds a ocorréncia do
bloqueio completo n&o houve depresséo das respostas do musculo a

estimulagéo direta (puisos de 70V, 2,0 ms e 0,05 Hz).

As respostas a Ach (2,0 ug/mi) e ao carbacol (20,0 pg/ml) -
respostas ao carbacol nao mostradas na figura - foram blogueadas
enguanto a contratura provocada pelo K foi potencializada (Figura

12-1).

Em preparagdes curarizadas (dTc 5,0 yg/ml) estimuladas

diretamente (pulsos de 70 V, 2,0 ms, 0,05 Hz) o veneno (10,0 pg/mi)
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nao induziu depressao dos "twitches" (Figura 12-I). A neostigmina
produziu efeito antagonico sobre o bloqueio neuromuscular provocado
pelo veneno na preparacao nervo-musculo biventer cervicis
semelhante ao induzido na preparacao nervo frénico-diafragma. A 4-

AP foi menos eficiente do que a neostigmina.

A adicao do veneno em doses de 10,0 e 20,0 yg/ml ao banho foi
sempre seguida de contratura do biventer cervicis, quer em musculos
ndo estimulados (Figuras 12 - III, 13 e 14), quer em preparacdes

estimuladas com pulsos elétricos (Figuras 12-1, II e 15-II).

A curarizagdo da preparacdo nao preveniu a ocorréncia da
contratura (Figura 12-11 e 13-II), assim como a adicdo da tetrodotoxina
(TTX 1,0 pg/ml) (Figura 14) ao banho. A adicgdo de MgSO, (0,4886
mg/ml)" desfez a contratura relaxando o musculo (Figuras 13 € 14). O
aumento na concentracdo de Ca*' na solugdo nutritiva (Krebs com

CaCl, 10 mMj inibiu a contratura (Figura 15-I).

* Dose usada sem agua de hidratacdo.
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Figura 12 - Agdo do veneno de M. surinamensis na preparagdo nerve-misculo biventer
cervicis de pintos. LA e B. Contratura produzida pela adigdo ac banho de K' e Ach antes
do veneno. I.C. - Adigéo de 10 pg/ml de M. surinamensis ao banho. 1.D. - Aboligao da
resposta & Ach e potencializagdo da contratura produzida pelo K'. Apés (*), estimulagéo
direta do musculo biventer cervicis. Apés a adigdo do K' e Ach a preparagéo. foi lavada
3x, durante 5 min. II- Preparagdo curarizada e estimulada diretamente (60 V, 0,2 ms e
0,05 Hz); em (V) adigdo de M. surinamensis (10 ug/ml) ao banho. YiI- Agao de 10 pg/ml
M. surinamensis em preparag¢éo néo estimulada. _
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Figura 13 — Representacdo grafica da acdo contraturante do veneno
de Micrurus surinamensis sobre o muscuio biventer cervicis de pintos
e do efeito antagbnico do sulfato de magnésio (MgSQO,). 1. Adicdo de
MgSO, (2 doses de 0,4886 mg/ml) ao banho aos 40 e 50 min apéds a
do veneno (vermelho). 1. Preparacao pré-tratada com dTc (10 pg/ml)
e adicao de 0,4886 mg de MgSQ, apds 15 min. As preparacdes foram
estimuladas indiretamente (1) ou diretamente (II) com pulsos

elétricos.

5 10 1i5 25 2‘5 30 35 40
TEMPO ( min )
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i Figura 14 - Agdo do veneno de M. surinamensis sobre a preparagéo nervo-musculo biventer
| cervicis de pintos, ndo estimulada. 1L.A. - Adigsio do veneno, 1.B. - Contratura apés 10 min da
i adicgo; 1.C. - Adicdo de MgSO4 (0,4886 mg/ml) quando do efeito méximo da contratura
i (22 min); I — Adicio do veneno e no maximo da contratura, adicdo de MgSQ4. Dose do
.veneno: 20 ug/mi. As preparagbes foram pré-tratadas com TTX (1 yg/mi - 40 min de

' incubagéo).
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11

Figura 15 — Ac@o do veneno de M. surinamensis sobre a preparac¢do
nervo-musculo biventer cervicis de pintos, estimulada indiretamente
(pulsos maximais de 0,2 ms e 0,05 Hz). I. Efeito da adfgao do veneno
ao banho em solucao de Krebs com alto teor em Ca®* Efeito da
adicao do veneno em Krebs normal. Dose do veneno 10 ygiml Nota-
se a inibicdo da contratura na presenca de alto teor em Ca**

54



Discusséo

5. DISCUSSAO

A toxicidade avaliada pela DLsy da pegonha de M. surinamensis
em camundongos mostrou-se inferior as da peconha de M. spixii
(VITAL BRAZIL et al., 1995), cobra coral também da regiao amazénica
e da peconha de M. corallinus (VITAL BRAZIL & FONTANA,
1983/1984). A dose letal mediana da M. surinamensis situou-se em
torno de 1,8 vez inferior 2 das pegonhas daqueles tanatofidios. Por
outro lado, nao diferiu significativamente da toxicidade da peconha de

M. frontalis obtida de serpentes de Mato Grosso (VITAL BRAZIL et al.,
1976/1977).
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A peconha de M. surinamensis produziu paralisia flacida nos
camundongos, efeito causado pelo veneno de todas as Micruri
estudadas e pela maioria sen&o a totalidade, das pegonhas elapidicas
(VITAL BRAZIL, 1982). Contudo, observaram-se também hemorragias
nas narinas € genitalias assim como no térax e pulmbes dos
camundongos mortos nos primeiros 40 a 60 minutos subseqientes a

injecdo da pegonha.

RAMSEY e colaboradores (1962) verificaram que a pegonha de
M. fulvius fulvius dos EE.UU. e cinco das sete fragOes isoladas desse
veneno por cromatografia de troca idnica em carboximetil celulose
causam hemorragia pulmonar em camundongos. Entretanto a fragao
gue encerra a ou as neurotoxinas da pegonha néo produziu esse
efeito. A peconha, essa fracdo, € mais duas outras exibiram forte acao
anticoagulante sobre o plasma humano. Estes efeitos aproximam pois,
do ponto de vista de suas acOes, as peconhas de M. surinamensis e
M. fulvius. Deve-se referir, entretanto, que nos acidentes causados no
homem por M. fulvius nao sao registradas hemorragias ¢ alteracdes da
coagulacao sanguinea (ver SHAW, 1971; RAMSEY & KLICKSTEIN,
1962; KITCHENS & VAN MIEROP, 1987).
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WAJCHENBERG e colaboradores (1954), por outro lado,
relataram acidente causado por M. frontalis em que, além dos
sintomas neurotoxicos, foi observado aumento do tempo de
coagulagado. A incoagulabilidade sangliinea pode ser causada pela
peconha de muitas elapidias dentre as quais as de Naja naja e

Bungarus (BOQUET, 1948).

A atividade blogueadora neuromuscular do veneno das Elapidae
depende da acado de suas principais toxinas: neurotoxinas poOs-
sinapticas e neurotoxinas pré-sinapticas (LEE, 1972). As primeiras
atuam em sua grande maioria, combinando-se com o receptor
nicotinico da placa terminal nos sitios para acetilcolina (Ach). Atuam,
portanto, como o curare, sendo denominadas toxinas curaremiméticas

(KARLSSON, 1979).

Outroc mecanismo de acao poés-sindtica, descrito mais
recentemente (VITAL BRAZIL et al, 1983) consiste na
dessensibilizaggdo do receptor nicotinico [bloqueadores nao
competitivos (NCBs)] (CHANGEUX, 1981; HEIDMANN et al., 1983).
Nele, a afinidade do receptor para as neurotoxinas acha-se muito
aumentada, mas da interagcdo neurotoxina-receptor nao resulta na

abertura do canal ibnico a ele associado e, portanto, em influxo de
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ions s6dio e a geragao do potencial de placa terminal (p.p.t.). Nao ha

pois formacao do p.p.t..

As neurotoxinas pré-sinapticas atuam inibindo a liberacao
evocada de Ach pelas terminacbes nervosas motoras. Aumentam,
regra geral, a freqiéncia das ps.p.tm. e a tensédo das respostas
musculares a estimulacdo indireta antes do seu bloqueio. Sao dotadas
de atividade fosfolipasica A, a qual é essencial para a a¢ao inibitdria

sobre a libera¢do de Ach.

Alem dessas neurotoxinas, certos venenos elapidicos encerram
toxinas que atuam na membrana das fibras musculares. As principais
sdo as cardiotoxinas ou membranotoxinas (KARLSSON, 1979),
também denominadas de fator litico direto (DLF), cobraminas,

citotoxinas e toxina y (LEE, 1972).

As cardiotoxinas sdo constituintes dos venenos das Ngjas e
géneros afins, nos quais ocorrem em concentracbes elevadas. Como
as neurotoxinas curaremiméticas, as cardiotoxinas s&o proteinas
fortemente basicas de pequeno peso moiecular (7.000 - 8.000
daltons). Induzem contraturas de musculos esqueléticos cuja
membrana despolarizam e deprimem as contracdes musculares a

estimulacdo direta. A auséncia de calcio na solug2o nutritiva inibe a
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contratura mas nac impede seu efeito despolarizante da membrana
das fibras musculares. Por outro lado, um excesso de ions calcio na
solucdo nutritiva abole o efeito contraturante. As cardiotoxinas lisam
hemacias, mesmo na auséncia de soro ou de lecitina, razéo pela qual
foram denominadas também fator litico direto. Certas fosfolipases A,
basicas atuam como as cardiotoxinas, delas sendo

farmacologicamente indistinguiveis (LEE et al., 1977).

A verificagao, no presente estudo, de que o veneno de M.
surinamensis inibe a contratura provocada pela Ach e pelo carbacol
no diafragma desnervado de rato (Figuras 8 e 12 I) revela que encerra
toxinas pos-sinapticas, curaremiméticas ou dessensibilizantes do
receptor nicotinico da placa terminal (NCBs) ou ambas. A constatacdo
de que a neostigmina antagoniza o bloqueio dos ps.p.t.m. produzido
pelo veneno (Figura 10) demonstra, por outro lado, que pelo menos
parte das toxinas pos-sinapticas € constituida de toxinas
curaremiméticas de acao reversivel. Da mesma forma, o antagonismo
exercido pela 4-AP sobre o bloqueio dos ps.p.t.m. (Figura 11) prova a

existéncia no veneno de toxinas dessensibilizantes do receptor (NCB).

As aminopiridinas sdo bloqueadoras do canal do potassio

voltagem dependente (YEH et al., 1976; ULBRICHT & WAGNER,
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1976; SCHAUF et al., 1976) e inibidoras da dessensibilizacdo do
receptor nicotinico da placa terminal (VITAL BRAZIL et al., 1983). Na
auséncia de potenciais de agao, as aminopiridinas ndo alteram a
liberacdo de Ach. O efeito antagdnico da 4-AP sobre o blogueio dos
ps.p.tm. €&, pois, inteiramente devido a sua ac¢do inibitéria da
dessensibilizacdo do receptor. Nas preparacbes nervo frénico-
diafragma de rato e nervo biventer cervicis de pintos estimulados
indiretamente, a neostigmina e a 3,4-DAP foram, entretanto, pouco
eficientes como antagonistas do blogueio produzido pelo venenc
(Figuras 6, 7 e 8). Isto mostra que outras toxinas contribuiram de modo
relevante em sua produgdo. A presenca no veneno de neurotoxinas
pré-sinapticas € sugerida pelo aumento da tenséo dos “twitches”
previamente a seu bloqueio (Figuras 6, 7 e 8). Outra possibilidade que
explicaria a pequena eficiéncia antagbnica da neostigmina e da 3,4-AP
e a irreversibilidade do bloqueio seria a existéncia no veneno de toxina
curaremimeética de acdo irreversivel como a a-bungarotoxina (LEE &
CHANG, 1966), nao antagonizavel portanto, por drogas

anticolinesterasicas.

O veneno contém indubitavelmente cardiotoxinas ou fosfolipase

de acdo semelhante. Provam-no a sua acdo contraturante (Figuras 4,
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. 86,7,12, 13, 14, e 15) inibida pelo bloqueio do canal do calcio (agao do
magnésio - Figura 14) e por excesso de calcio na solugdo nutritiva
(Figura 15), além da sua a¢ao despolarizante da membrana das fibras
musculares (Tabela 1). Confirmam a presenc¢a da cardiotoxina (s) no
veneno a acao depressora das respostas a estimulagéo direta do
musculo curarizado (Figura 5) ou do masculo apdés 0 bloqueio a
estimulacao indireta. A acdo desta toxina  participa

inquestionavelmente no blogueio.

E interessante registrar que toxinas semelhantes as
cardiotoxinas sao também participantes dos venenos de M. fulvius e
de M. nigrocinctus (WEISS & MCISAAC, 1971; SNYDER et al., 1973 e
DOLO et al., 1986; GOULARTE & RODRIGUES-SIMIONI, 1994), a
eles conferindo grande semelhanga como o de M. surinamensis no
modo de acao na transmissdo neuromuscular e no musculo

esquelético.
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6. CONCLUSOES

Os resultados da pesquisa permitem-nos tirar as seguintes

conclusdes:

1) o veneno deve conter uma ou mais toxinas pdés-sinapticas
curaremiméticas, uma vez que os ps.p.tm. bloqueados pelo

veneno reapareceram apés a adicdo da neostigmina ao banho;

2) deve haver também no veneno toxina ou toxinas que induzem a
dessensibilizacdo do receptor da placa terminal (NCBs -
Bloqueadores nao competitivos), fato demonstrado pelo efeito
antagbnico da 4-AP sobre ¢ blogueio dos ps.p.t.m. induzido pelo

veneno,
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3) o aumento da tensdo dos twitches previamente ac bloqueio na
preparacdo nervo frénico-diafragma de rato estimulada
indiretamente e a reversibilidade e o efeito antagdnico da
neostigmina e da 3,4-AP apenas parciais nas preparagdes nervo
frénico-diafragma de rato e biventer-cervicis de pintos sugerem a

presenca de neurotoxina pré-sinaptica no veneno;

4) a acé@o confraturante do veneno, mais evidente no musculo
biventer-cervicis de pintos, nao abolida pela curarizagdo da
preparagao mas suprimida pela elevagdo da concentracédo de
calcio na solugao nutritiva, e a despolarizante da membrana das
fibras do diafragma mostram que o veneno contém constituintes
de acdo semelhante & das cardiotoxinas, podendo ser uma
cardiotoxina ou mais provavelmente, fosfolipase A, basica,
dotada de acdo cardiotoxinica como a do veneno de Naja

mussambica mussambica.

Em resumo, os efeitos neuromusculares e miotoxico do veneno
de M. surinamensis resultam de agdes de um conjunto de toxinas, as
quais ocorrem em outros venenos de Micrurus. E a primeira vez que
acOes semelhantes a das cardiotoxinas é identificada em espécies de

Micrurus sul-americana.
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7. SUMMARY

Micrurus surinamensis occurs in the Amazon valley and upper
Negro and Orinoco rivers. The distribution includes the countries

Ecuador, Peru, Colombia, Brazil, Venezuela and the Guianas.

M. surinamensis venom produces neuromuscular blockade in the
rat phrenic nerve-diaphragm and in the chick biventer-cervicis nerve-
muscle preparations. It induces depression of the twitches elicited by
direct muscle stimulation in the curarized rat diaphragm. In denervated
hemidiaphragm of the rat, the contracture produced by acetylcholine
(Ach) is blocked by the venom. Ach and carbachol-induced responses
are also inhibited in chick biventer-cervicis muscle while the

contracture produced by K' is increased. The blockade of the miniature
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end-plate potencials (m.e.p.ps.) induced by M. surinamensis venom in
the rat diaphragm is antagonized by neostigmine and by 4-
aminopyridine. M. surinamensis venom causes depolarization of the rat
diaphragm muscle fibers. It induces contracture of the rat diaphragm
and biventer cervicis, the contracture being more iniense in the last
muscle. It is also produced in curarized muscles and in muscles treated
with tetrodotoxin. On the other hand, calcium excess (Krebbs solution

with 10 mM CaCl,) blocks the venom-induced contracture.

These results show that M. surinamensis venom contains
reversible curaremimetic toxin(s) and toxin(s) that induces
desensitization of the end-plate nicotinic receptor. They aiso show that
it contains cardiotoxin-like toxin(s). Some resuits (increase of twitch
tension before blockade, irreversibility of the neuromuscular blockade)
suggest that presynaptic receptor toxins and irreversible curaremimetic

toxins are contained in the M. surinamenis venom.
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