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RESUMO



Duas fragdes com atividade fosfolipasica (PLA,) foram isoladas do veneno
total de Bothrops insularis através de 2 processos de fracionamento: gel de Sephadex
G-75 em tampdo formato de amdnio 50 mM, pH 3,5 e gel de Sephadex G-150 em
tampiéo fosfato salina (PBS) 0,1M, pH 7.2 seguido por cromatogratfia de troca ibnica

em DEAE Sephadex em tampéo bicarbonaio de aménio 0,01M, pH 8,0.

A fragdo isolada em pH é4cido mostrou-se menos efetiva que a fragao obtida em
pH neutro. Esta Gltima reproduziu todos os efeitos farmacologicos observados com o
veneno total. Estes foram associados apenas a atividade PLA,, pois a fragio ¢
desprovida de atividades esterasica, coagulante e caseinolitica.

Utilizando técnicas de eletrofisiologia, miografia, determinagdo dos niveis de
creatino quinase (CQ) e estudos das alteragdes morfologicas (musculos incubados com
a fragdo PLAz ou injetados com o veneno e fragdo PLA;), e comparando nossos

resultados com aqueles existentes na literatura, chegamos as seguintes concluses:

1) As alteragbes miograficas induzidas pela fragdo PLA; isolada em pH neutro,
caracterizam-se pela facilitagio da neurotransmissio (aumento da amplitude de
contragio muscular e aumento da frequéncia dos potenciais em miniatura da placa
terminal) seguida por bloqueio das contragdes musculares. O bloqueio induzido por
esta fragio, mostrou-se dose-tempo dependente e irreversivel apos a lavagem da
preparagdo.

A PLA,; isolada em pH acido promoveu a facilitagdo da neurotransmissio mas

ndo promoveu o bloquelo das contragGes musculares.

2) Os efeitos da redugdo da temperatura de incubagiio e da substituicdo de
Ca” por Sr** no meio nutritivo, inibindo o efeito bloqueador da fragio PLA,, sugere a

existéncia de uma relac@o entre as atividades enzimatica e farmacologica.




3) A PLA, foi capaz de liberar CQ dos musculos biventer cervicis incubados

Cm consonancia com os efeitos observados diretamente nos muisculos incubados tanto

€m microscopta optica como nos misculos injetados, analisados com microscopia

eletronica.

4) O soro anti-botrépico (comercial) neutralizou apenas parcialmente a
liberagdo de CQ e bloqueio das contragdes musculares. A existéncia de componentes
especificos, que ndo se encontram nos venenos botropicos utilizados na imunizacio,

poe novamente em destaque a alta especializagio alcangada pela Bothrops insularis.

S) As alteragdes ultraestruturais induzidas pelo veneno bruto atingem a jun¢io
neuromuscular, os axonios mielinicos e as fibras musculares. Incluem também

alteragdes vasculares e vasculotoxicas com consequente efeitos hemorragicos.

6) As alteragBes ultraestruturais induzidas pela fragio PLA, sio mais brandas.
Atingem tanto a porgdo pré-sinaptica, como a porgdo do misculo. No musculo afetam
principalmente o reticulo sarcoplasmitico (distarbio idnico provavel), o tibulo T (em
menor grau), e a organizagdo miofibrilar. Células musculares mionecrdticas sdo em
menor nimero do que as afetadas pelo veneno bruto. Por outro lado, os efeitos

hemorréagicos parecem ser mais proeminentes.
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Fosfolipases A; (PLAs) sdo enzimas encontradas em todas as células animais,
tanto no meio intra como no extracelular. No extracelular sio encontradas no fluido
sinovial e em exsudatos inflamatorios (GLASER et al, 1993),

No meio intracelular, as PL.A;s encontram-se no citosol sendo necessirio a
presenga de Ca?" para que atinjam a sua atividade maxima. S3o enzimas essenciais para
a biossintese e liberagdo de glicerideos, acidos fosfatidicos, acidos graxos e acido
araquidonico. Aumentam os niveis de eicosanodides (tromboxanos, prostaglandinas e
leucotriénos) e do fator de agregagio plaquetaria (ROSENBERG, 1986,
MANJUNATHA et al, 1989). Atuam através da hidrolise de fosfolipidios de
membrana hidrolisando a posigdo ester C2 (sn-2) (HANAHAN, 1971).

As PLA;s sdo encontradas também como constituintes dos veﬁenos de
serpentes ¢ em algumas espécies de artropodos e aracnideos (KINI & IWANAGA,
1986a).

De acordo com a literatura da década de 50 (LEE & HO, 1984), as PLA;s
seriam os Gnicos componentes responsaveis pela toxicidade dos venenos. Entretanto,
esta idéia mudou a medida em que foram isoladas, purificadas e classificadas em
diferentes grupos. Verificou-se que as PLA,s ndo podiam ser identificadas
genericamente como toxicas, pois algumas delas eram mesmo atoxicas (LEE & HO,
1984).

Atualmente, sabe-se que essas enzimas participam na génese de numerosos
efeitos observados no envenenamento ofidico como, por exemplo, as alteragdes que se
verificam na coagulagdo, no sistema cardiovascular, em nervos e musculos.

As serpentes pertencentes as Familias Elapidae (cobras corais); Hydrophidae
(serpentes marinhas), Viperidae (viperas) e Crotalidae (jararacas e cascavéis) possuem
uma ou mais PLA>s na composigdo de seus venenos. Por exemplo, o veneno da
serpente Bothrops jararacussu possue 4 diferentes PLA;s (BRANDEBURGO et al.,
1988).

Levando-se em consideragio a diversidade de efeitos das varas toxinas em

diferentes preparagBes de nervos e musculos, (HARRIS, 1984) classificou-as em 4




grandes grupos, sendo que as PILAjs encontram-se representadas principlamente nos
grupos 2 e 3.

Grupo 1. neurotoxinas pos-sinapticas: sdo aquelas que se ligam aos receptores
nicotinicos localizados na regifio pos-sinaptica evitando o acoplamento da Acetilcolina
(Ach) ao seu receptor. Sdo chamadas também de toxinas curarimiméticas por
bloquearem a transmissdo do impulso nervoso a nivel da jungdo neuromuscular. Esse
bloquelo ndo esta associado com a despolarizagdo ou reducio da excitabilidade da
fibra muscular (HARRIS, 1984).

As toxinas curarimiméticas podem ser divididas em dois grupos: aquelas que
possuem cadeia longa como a a-Bungarotoxina (o-Btx) da Bungarus multicinctus e
aquelas de cadela curta como a o-neurotoxina da Naja naja atra, N&ja naja
siamensis, Naja mossambica e a erabutoxina b da Laficauda semifasciata
(BRADLEY et al, 1990).

No veneno de serpentes foram descritas cerca de 60 neurotoxinas pos-
sinapticas. S#o encontradas principalmente nos venenos das serpentes pertencentes as
Familias Hydrophidae ¢ Elapidae (PLA; Al, 11l ¢ IV da Laticauda semifasciatu
HARVEY & RODGER, 1978; HARVEY & TAMIY A, 1978, 1980; Toxina o, da Naja
nigricolis WAHLSTROM, 1971; a-BTx da Bungarus malticinctus CHANG & LEE,

1963).

Grupo 2: neurotoxinas pré-sinapticas: S3o aquelas que imbem ou
potencializam a transmissdo atuando a nivel do terminal nervoso. Varias toxinas que
possuem agdo pré-sinaptica tém sido identificadas nos venenos das serpentes das
Familias Elapidae (Notexin e Notechis 1I-5 da Notechis scutatus HALPERT &
EAKER, 1975; HALPERT et al., 1976, Taipotoxin da Oxyuranus scutellatus
FOHLMAN et al, 1976, B-bungarotoxina (B-BTX) da Bungarus multicinctus
CHANG & LEE 1963; Dendrotoxina da Dendroaspis angusticeps ¢ Toxina 1 da
I)éndmaspis polylepis HARVEY & KARLSSON, 1984; da Familia Viperidae
(Caudoxina da Bitis caudalis LEE et al ,1982; HO et al, 1986b) e da Familia

Crotalidae (Mojave-toxina da Crotalus scutulatus scutulatus HO & LEE, 1981,




Crotamina e Crotoxina (CTx) da Crotalus durissus terrificus SLOTTA &
FRAENKEL-CONRAT, 1938/39; HARRIS, 1984: HO et al, 1986b) Mais
recentemente, ROWAN et al | (1989) isolaram do veneno de Pseudechis australis,
varias PLA2 (PalOA e a Pall) que possuem agdo pré sinaptica

Com excegiio da Notexina e da Notexina II-5, todas as neurotoxinas pré-
sinapticas sdo complexos formados de 2 ou 4 sub-unidades. Por exemplo, a B-BTx é
composta por 2 sub-unidades: A e B. A sub-unidade A é um peptidio basico de 120
aminoécidos (a.a.) ligados por 6 pontes dissulfidicas e possui atividade PLA,. A sub-
unidade B é um polipeptidio acido com 60 a.a. (HABERMANN & BREITHAUPT,
1978, HAWGOOD, 1983; HARRIS, 1984).

No veneno das serpentes do género Crotalus (Crotalus durissus terrificus - a
cascavel) a PLA; € o principio ativo da CTx, que ¢ o componente responsavel pelo
"fascies miasténico" do individuo picado pela cascavel (VITAL BRAZIL et al., 1966;
VITAL BRAZIL & EXCELL, 1971; PELLEGRINI et al., 1978; CHANG & TSENG,
1978, HAWGOOD & SANTANA DE SA, 1979). A CTx ¢ formada por duas sub-
unidades diferentes: um componente basico (CTx B), com atividade PLA, que possue
baixa toxicidade e um componente 4cido (Crotapotina) que ndo tem atividade toxica
nem enzimatica (HENDON & FRAENKEL-CONRAT, 1971). Estas sub-unidades se
combinam para reconstituir um complexo com as propriedades da toxina nativa
(RUBSAMEN et al., 1971). A CTx B é um peptidio basico de 140 a.a. com 8 pontes
dissulfidicas e a segunda sub-unidade, Crotapotina, é um polipeptidio de 88 aa.
(VITAL BRAZIL, 1972; BREITHAUPT et al., 1974; HAWGOOD & SMITH, 1977;
BON et al.,, 1979; HAWGOOD & SANTANA DE SA, 1979, HAWGOOD, 1983).

Nos dois exemplos acima, a cadeia com atividade PLA, tem sua atividade
toxica aumentada, varias vezes, quando ocorre a sua combinagio com a sub-unidade
acida.

Uma maneira precisa de avaliar a integridade da transmissiio neuromuscular é
a pesquisa do contetiido quntico através da medida da frequéncia dos potenciais em

miniatura da placa terminal (p.m.p.t.) e a amplitude dos potenciais de placa terminal




(p.pt.) (EXCELL, 1979; HARRIS, 1984). Essa técnica permite o estudo quantitativo
da liberagdo do neurotransmissor a partir do quociente entre o quadrado da amplitude
media dos p.m.p.ts. e sua varidncia para o calculo do contetdo quéntico. O p.mp.t.
resulta da interagdo entre um quanta de Ach liberado com receptores colinérgicos da

regido da placa motora (EXCELL, 1970; HAWGOOD & SANTANA-DE-SA, 1979;
HAWGOOD, 1989; HARRIS, 1984). A amplitude dos p-m.p.t. varia segundo uma

curva de distribui¢io normal. Quando a amplitude varia entre 0,2 a 1,0 mV, os
biopotenciais sdo chamados "p.m.p.t. classicos”. Uma populagdo menor forma os
chamados "p.m.p.t. gigantes" (definidos como 3 vezes a amplitude do controle) e os
sub-p.m.p.t. (abaixo de 0,2 mV).

Um dos maiores obstaculos para avaliar o mecanismo pela qual as neurotoxinas
agem ¢ a diﬁculd&de em determinar o seu sitio de ago. As PLA,s apos cairem na
corrente sanguinea, entram em contato com o tecido ou orgdo efetor. Isso implica na
existéncia de um sitio especifico de ligagio (receptor). Este ¢ reconhecido por grupos
especificos localizados na superficie das PLA,s. A afinidade da enzima pelo tecido,
complementada pela hidrofobicidade, carga e conformagio, é que determina a sua
interagio com a membrana (KINI & TWANAGA, 19862, 1986b; DREYER, 1990;
STRONG, 1990). No caso da atividade neurotdxica, os receptores presentes na regifio
da jun¢do neuromuscular reconheceriam a sequéncia de a.a. localizados nos residuos
80 - 110 da PLA2 (KINI & IWANAGA, 1986a, 1986b).

Ap6s a ligagio com o tecido ou orgio efetor, as PLA,s poderiam atuar na
membrana plasmética, nas proximidades dos canais de K' voltagem-dependente
(SIMPSON, et al., 1993).

O estudo da dendrotoxina, BBTx, CTx e da Taipotoxina em nervo terminal
usando a técnica de registro subendotelial (DREYER & PENNER, 1987) mostrou que
todas essas toxinas agem aumentando o influxo de Ca®* para dentro do terminal
nervoso. O efeito pode ser explicado como uma inibigdo seletiva da corrente dos
canais lentos de K*, o que justifica o efeito facilitador exibido por essas toxinas na

liberagdo do neurotransmissor. O bloqueio dos canais lentos de K* por sua vez
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romov i 2 interi i Inética rapi
promove um mfluxo de Ca Para o interior nos canais de cinética rapida, através de

uma ativagio prolongada desses canais. A corrente de K* através de canais de cinética
rapida néo ¢ afetada por essas toxinas (DREYER & PENNER, 1987),

SU & CHANG (1984) dizem que o efeito pré-sinaptico da CTx ¢ devido 4 sua
agdo enzimatica que hidroliza os fosfolipidios de membrana resultando em um
desarranjo na sua estrutura, interrompendo assim o processo de exocitose das
vesiculas contendo o neurotransmissor.

A porcentagem de hidrélise de fosfolipidios de membrana varia entre as PLA2s
de 6rgdo para érgio e de espécie para espécie animal. Assim, as caracteristicas do
bloqueio apresentado pela CTx, Taipotoxina e B-BTx sdo semelhantes, mas sio
espécie dependentes. Taipotoxina é 3 vezes mais potente do que a B-BTx e 5 vezes
mais potente do que a Ctx em bloquear a transmissio neuromuscular em preparagies
isoladas de nervo frénico musculo diafragma isolado de camundongo, mas ¢ 30 e 100
vezes menos potente, respectivamente, em bloquear as respostas do musculo biventer
cervicis de pintainho. Comparado com o diafragma de camundongo, o diafragma de
rato € cerca de 10 vezes mais resistente 4 CTx e a Taipotoxina, mas é mais sensivel a
B-BTx (KINI & IWANAGA, 1986a, 1989).

Uma outra possibilidade ¢ que as PLA,s sofram endocitose e, apos serem
internalizadas, ajam em um ou mais tipos de membranas intercelulares (CHANG, 1985;
SIMPSON, 1993). Neste sentido, STRONG et al., (1977) e ESQUERDA et al
(1982) trabalharam com toxinas marcadas com iodo radioativo para verificar a sua
internaliza¢do. No entanto, nenhum dos grupos tiveram evidéncias morfologicas
definitivas de uma possivel internalizacio. SIMPSON et al. (1993), estudando a
notexina, CTx e PBTx, verificaram que estas toxinas ndo sio internalizadas para
exercerem a sua agdo. Ao contrario, elas se ligam 4 membrana e promovem um
rearranjo molecular. Na etapa final, a toxina age clivando os fosfolipidios da membrana

axoplasmatica e produz o bloqueio da exocitose das vesiculas de acetilcolina no

terminal nervoso.
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ROSENBERG (1986, 1990) afirma que h4 duas etapas evidentes da acio das
PLA; na jungio neuromuscular- 1) a ligagio e 2) a ag@o propriamente dita. Nio se
sabe se existem ainda outras etapas entre essas duas. Muitos trabalhos referem que as
PLA;s atuam no interior das células, mas existem varias razdes para que ndo seja
assim. O fato dos antivenenos reduzirem a associagdo toxina-célula e a neutralizagio
dos efeitos das PLAs pelo estréncio ainda na primeira etapa (ligagio com o sitio) sdo
fortes indicages de que a ligagdo ocorre na superficie celular. Além disso, o fato de
uma PLA, agir externamente e ser mais tarde internalizada, faz com que seja dificil
distinguir aquela que age na superficie externa daquela que € internalizada para agir.

A crotoxina também possui uma agiio miotdxica (BREITHAUPT, 1976;
GOPALAKRISHNAKONE et al., 1984, KOUYOUMDIIAN et al., 1986). |

Noé primeiros 30 minutos apds a injegdo de CTx em misculo soleo e
diafragma, as alteragbes nas jungdes neuromusculares sio minimas. As alteracdes
limitam-se ao entumescimento das mitocondrias localizadas nos terminais nervosos e
dilatagio do reticulo sarcoplasmatico. Em um estagio mais avangado (90 minutos) as
cristas mitocondriais apresentavam-se rompidas, vacuolizadas e de didmetro menor
que as do controle. Grande incidéncia de identagdes tipo € foram encontrados no
axolema, associada com a redugdo do nameros de vesiculas sinapticas, sendo
observado em alguns terminais, a total auséncia destas (GOPALAKRISHNAKONE &
HAWGOOD, 1984, GOPALAKRISHNAKOSE et al., 1984).

Na fase onde ja havia completo bloqueio da transmissdo, a regido da membrana
pos-sinaptica estava intacta. O aumento das identagdes Q e reducdo das vesiculas
foram iguais as relatadas para outras PLA,s. A necrose apareceu na fase crénica da
intoxicagdo. O colapso da bainha de mielina, o completo desaparecimento do axolema,
a presenca de fibras necroticas e areas eletrodensas na regido pos-sinaptica, bem como
a desorganizagio das miofibrilas foram algumas das alteragbes encontradas. Desde que
as mitocOndrias sdo estoques intracelulares de Ca?* e sua degeneracdo causa
consequente libera¢do deste ion, deduz-se que esse aumento citosolico de Ca?* poderia

ser o responsavel pelo bloqueio na transmissio induzida pela crotoxina e também
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desempenhar um papel importante na necrose observada. Em geral, as alteracdes no
misculo soleo foram de menor intensidade quando comparadas com aquelas
observadas no diafragma de rato (GOPALAKRISHNAKONE & HAWGOOD, 1984).

O aumento da liberagio do neurotransmissor representa um outro efeito pré-
sinaptico que as neurotoxinas podem apresentar. Sio poucos os venenos de serpentes
que sdo capazes de promover esse efeito. Como exemplo, citamos a Dendrotoxina € a
Toxina 1 que diminuem inicialmente a liberagio espontanea do neurotransmissor para,
em seguida, retornar aos valores controles. Apos | a 2 horas de incubagdo, a
frequéncia dos p.m.p.t. aumenta cerca de 5 vezes. Durante o periodo de supressio,
ocorre o aparecimento de p.m.p.t. gigante o que origina um ligeiro aumento no calculo
da amplitude dos mesmos, mas isto € um fendmeno transitorio (HARRIS, 1§84). Até
agora, nﬁo'ha explicagdo definitiva para esse fendbmeno, mas ha a sugestio de que a
toxina promove a fusdo das vesiculas sinipticas, o que explicaria o aparecimento dos
p.m.p.t. gigantes e o0 aumento do conteido quéntico.

Grupo 3: Miotoxinas: sdo PLA,s que podem possuir ou ndo agfio pré-sinaptica
mas que também agem diretamente sobre o misculo causando lesdes nas fibras
musculares.

Em algumas toxinas deste grupo, primeiramente ¢ observado agfio neutdxica
pré-sindptica seguida entfo pela acdo miotoxica (HARRIS et al., 1975; HARRIS &
MACDONNEL, 1981, HARRIS & MALTIN, 1982; HAWGOQOD, 1982;
GOPALAKRISHNAKONE et al., 1984), enquanto que em outras toxinas, a agio pré-
juncional estd ausente exibindo agfio somente a nivel da membrana pds-juncional e
musculos (MEBS & SAMEJIMA, 1980).

Utilizando-se baixas concentragdes do veneno, pode-se detectar a presenca
das neurotoxinas, e em altas concentra¢Ges a presenga das miotoxinas. Um exemplo ¢é
o veneno da Naja naja kaouthia e Notechis scutatus (notexin- PLA;), que sdo

primariamente neurotOxicas mas em altas concentragdes sdo também miotoxicas

(HARVEY et al., 1994).
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KINI & IWANAGA (1986a, 1986b) dizem que as PLA3s neurotoxicas que sdo
também miotoxicas possuem sitios catidnicos distintos disponiveis os quais interagem
com a membrana citoplasmatica, A perda da integridade fisica da membrana &
geralmente resultante da hidrolise de sua fragdo lipidica.

ZAN et al. (1983) verificaram que as PLA, basica da Naja nigricollis e a PLA,
acida da Naja naja atra exercem importante agdo em lipoproteinas, sendo que a agdo
da primeira é mais acentuada em HDL (higth density lipoprotein) seguida pela VLDL
(very low density lipoprotein), enquanto a segunda possui agdo maior em HDL.. A
fragmentagio da membrana celular, do reticulo sarcoplasmatico e mitocondria
(organelas que estocam o célcio) pode causar o aumento da concentragiio citosolica de
calcio [Ca*]; com consequente hipercontragéo das miofibrilas. (HARRIS, 1984).

A 'miotoxina da Bothrops asper (miotoxina 1), por exemplo, afeta
primeiramente a membrana celular. A seguir outras membranas celulares s3o afetadas
como a membrana do reticulo sarcoplasmatico. Desde que o reticulo sarcoplasmatico
¢ uma estrutura onde o Ca™' intracelular ¢ estocado, a sua lesdo certamente determina
a liberagdo do Ca™ armazenado levando a célula a morte. Essa miotoxina inibe a
atividade Ca “ATPase do reticulo sarcoplasmatico devido a sua intera¢io com a PLA,.
O influxo de Ca?* ndo se da através de canais voltagem-dependentes, mas sim, como
resultado da degeneragio da membrana plasmatica. (GUTIERREZ, et al., 1984a,b;
1987, 1990).

Grande namero de miotoxinas tem sido isoladas dos venenos de serpentes,
entretanto nem todas possuem atividade PLA,. Por exemplo, a miotoxina da Bothrops
nummifer nio possui atividade PLA; e promove mionecrose, hemorragia e aumento
sérico da enzima intramuscular creatino quinase (CQ). Esses efeitos sdo semelhantes
aos da miotoxina I da Bofthrops asper, que possui atividade PLA, Esse veneno
possue, além da miotoxina 1, outras miotoxinas: as miotoxinas Il e IIl. A primeira é
desprovida de atividade coagulante ¢ PLA, enquanto que a segunda ¢ uma PLA,

basica, embora ambas promovam mionecrose e aumento sérico de CQ. O fato de

certas miotoxinas induzirem os efeitos hemorragicos e mionecroticos na auséncia de




Ca?, indica que a atividade enzimatica ndo estd envolvida nos danos observados
(GUTIERREZ et al, 1986a, 1986b; LOMONTE & GUTIERREZ, 1989
GUTIERREZ et al, 1990; BUTRON et al., 1993).

MOURA-DA-SILVA et al. (1991) estudando a atividade PLA; de 9 Bothrops
brasileiras verificaram a presenca de quantidades significativas de proteinas basicas
com atividade PLA, e/ou miotoxica nos venenos de B. jararacussu, B. moogeni, B.
neuwiedi e B. pradoi. Proteinas semelhantes foram detectadas em concentrages
minimas no veneno de B. jararaca, sendo indetectaveis em B. alfernatus, B. atrox, B.
cotiara ¢ B. erythromelas.

A determinagio do nivel sérico de CQ, citada inicialmente para a avaliagio da
lesdo muscular em pacientes portadores de distrofia muscular progressiva (EBASHL
1959), verﬁ sendo atualmente utilizada como medida da imjdria muscular causada por
venenos ofidicos { B. newviedii MEBS et al., 1983; B. insularis, COGO et al., 1993;
B. jararacussu MEBS et al., 1983, MELO & SUAREZ KURTZ, 1985; 1987b; 1988;
B. jararaca MEBS et al., 1983; MELO & SUAREZ KURTZ, 1987a; 1987b; 1988,
COGO et al., 1993; B. asper MEBS et al., 1983; GUTIERREZ et al., 1980, 1981;
1984a; 1984b; 1989; MORENO & GUTIERREZ, 1988; CHAVES et al., 1989; 1992;
LOMONTE & GUTIERREZ, 1989; ARROYO & GUTIERREZ, 1981; B. atrox
MEBS et al., 1983; B. picadoi, MEBS et al., 1983, B. rummifer GUTIERREZ et al.,
1989} os quais determinaram um aumento da liberagdo de CQ em niveis variaveis.

Por outro lado, HOMMA & TU (1971), observaram alteraces histologicas em
misculos de camundongos tratados com 37 diferentes tipos de venenos ofidicos
inclusive alguns botropicos. A associagdo dos 2 parmetros: alteragdes nos niveis
séricos de CQ e presenca de lesdes musculares tem sido proposta para avaliar a
poténcia de venenos e de suas fragdes em produzirem lesdes locais em individuos
picados (MEBS et al., 1983).

OWNBY et al. (1982) quantificaram a mionecrose e a liberagio de CQ
promovida pelo veneno da Crotalus viridis viridis. O nimero de células necroticas

foram contadas e o indice de necrose foi obtido através da formula: n©@ de células
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’ v - 0 r - -
necroticas/n€ total de células. A miotoxina desse veneno causa inicialmente vaciolos

que leva a célula a morte. Aparentemente ndo afeta nervos, vasos ou tecido conjuntivo,

Estudando a distribui¢io da densidade de cargas dos residuos das miotoxinas,
KINI & IWANAGA (1986b) verificaram a presenga de uma regifo catidnica
responsavel pela propriedade miotéxica. A B-BTx que € uma neurotoxina pré-sinaptica
ndo possue essa regido enquanto que a Taipotoxina, que também é uma neurotoxina
pré-siniptica e que possui certa atividade miotoxica, apresentou somente alguns
cations da regifio mionecrotica sendo esta regido localizada somente na sub-unidade
o. Por sua vez, a CTx, que possui também um certo efeito miotoxico, ndo apresenta
esse sitio miotoxico, mas apresenta uma outra regiio com sequéncia catidnica que
poderia explicar a sua natureza miotoxica. Essa regido localiza-se no lado eé:terno da
molécula e € a responsavel pela interagio com a membrana. Essa regido estd ausente
em PLA, ndo miotoxicas com atividade neurotOxica. Entretanto, existem outros
fatores envolvendo a miotoxicidade (KINI & IWANAGA, 1986b).

Uma outra hipétese propde a internalizagdo da toxina pelo processo de
endocitose. Uma vez no citosol, a toxina desencadeia um processo autolitico que
promove o aumento do [Ca*]; (HARRIS, 1984).

Grupo 4: Citotoxinas: também descritas na literatura como cardiotoxinas e
cobraminas. O termo cardiotoxina ¢ dado ao grupo de toxinas que despolariza
rapidamente o musculo cardiaco (LEE et al., 1966). S#o desprovidas de atividade
enzimatica ¢ sdo encontradas nos venenos das serpentes da Familia Elapidae. Sio
importantes constituintes dos venenos das serpentes do géneno Naja nigricollis e
Naja naja siamensis (LEE & HO, 1977, VITAL BRASIL, 1982; HARVEY et al,
1982; MEBS, 1986). Essas toxinas causam despolarizacio persistente da membrana
celular e promovem a contratura do musculo cardiaco. A propriedade litica verificada
nestas toxinas ndo esta relacionada com a capacidade de promover despolarizagio e
contraciio (HIDER & KHADER, 1982).

Ao contrario do que acontece com as PLA; onde o Ca?" ¢ um co-fator

essencial para a atividade enzimatica, as a¢des das cardiotoxinas podem ser inibidas
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com altas concentragdes de Ca?* no meio nutritivo (HARVEY et al 1982) e ter seu
efeito potenciado na sua auséncia (LIN et al, 1976).

O veneno das serpentes do género Bothrops, (Familia Crotalidae -
comprendem as varias espécies de jararacas) tem como caracteristica a produgio de
efeitos locais como dor, edema, hemorragia e necrose. Além disso, atuando
sistémicamente, pode tornar o sangue incoagulavel, promover hipotensio, ou, em
acidentes graves (serpentes de grande porte), causar a morte por choque ou por
insuficiéncia renal aguda (VITAL BRAZIL, 1982; RIBEIRO & JORGE, 1990).

Estudos realizados com varias espécies de serpentes do género Bothrops (B.
alternatus, B. atrox, B. erythromelas, B. cotiara, B. Jjararaca, B. jararacussu, B.
moojeni, B. neuwiedi, B. pradoi, B. castelnaudi e B. leucurus) mostraram a
capacidade desses venenos em promover hemorragia, necrose, coagulagio sanguinea,
edema e liberagdo de CQ do musculo em diversos graus de intensidade (FERREIRA et
al, 1992, SANCHES et al, 1992). Sdo portanto classificadas no grupo das
mfo-toxinas. FERREIRA et al. (1992) mostraram ainda a capacidade do soro anti-B.
Jararaca em neutralizar, em diferentes graus, a atividade PLA, bem como os efeitos
farmacologicos desses venenos.

Outros autores também estudaram o veneno bothropico enfocando as
alteragdes morfologicas (B. insularis SELISTRE et al., 1990; COGO, et al, 1993; B.
Jararacussu QUEIROZ, et al, 1984; B. asper ARROYO & GUTIERREZ 1981:
GUT[I'ZRREZ, et al, 1980, 1981; 1984a, 1984b; 1986; 1987, MORENO &
GUTIERREZ, 1988; CHAVES et al., 1989; LOMONTE & GUTIERREZ, 1989 B.
alternatus MOURA-DA-SILVA, et al., 1991: B. nummifer, G’UTIERREZ, et al,
1989; B. jararaca AMORIM et al., 1951; VILLAROEL et al., 1978/79; QUEIROZ et
al.,1985; COGO et al, 1993) e também verificaram que o veneno botrdpico causa
hemorragia, trombos vasculares, alteragdes na estrutura da membrana celular, lesdes
delta, vacuolizagio das fibras musculares bem como condensagio miofibrilar que se

evidenciam através do intenso efeito local observado no envenenamento.
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Até a presente data, o que se sabe sobre as PLA,s presentes no veneno das
serpentes pertencentes ao género Bothrops, ¢ que elas so em parte as responsaveis
pelos efeitos locais verificados no acidente. A atividade PLA, foi detectada nos
venenos de Bothrops jararaca, Bothrops jararacussu ¢ Bothrops atrox por VIDAL
& STOPPANI (1971) e VIDAL et al. em 1972, Recentemente outras PLA, foram
isoladas de venenos botropicos como a da Bothrops asper (ALAGON et al., 1980;
GUTIERREZ, et al., 1984a), Bothrops alternatus (NISENBON et al., 1986),
Bothropos jararacussu (BRANDEBURGO et al, 1988) e Bothrops insularis
(SELISTRE et al., 1990), mas de forma geral, os estudos foram direcionados no
sentido de avaliar a participagdo destas PL.A,s nos efeitos hemorragico e mionecrotico.

A PLA; presente no veneno de Bothrops asper, por exemplo, causa extensa
mionecrose 1 hora apos a injecdo no musculo gastrocnémio de rato (ARROYO &
GUTIERREZ, 1981). A mionecrose foi acompanhada de edema e hemorragia
verificando-se também alteragdes no reticulo sarcoplasmatico, o qual mostrou-se
dﬂ'at‘ado. Estudos morfologicos a nivel da microscopia eletronica revelaram uma
degeneragiio que se inicia com a perda das bandas A, H, I e M e que finalmente atinge
a banda 7 (ARROYO & GUTIERREZ, 1981).

Entretando, tendo em vista a auséncia de manifestagdes clinicas, diversos
autores afirmam que os venenos das serpentes do género Bethrops nio possuem
atividade farmacologica importante sobre a jungio neuromuscular (VITAL BRAZIL,
1982; SANCHES et al, 1992; HARVEY et al, 1994). Sendo assim, a literatura
apresenta poucos trabalhos sobre a agiio de venenos botropicos sobre esta estrutura,
com excecdo dos estudos realizados com as fragdes obtidas dos venenos das Bothrops
moojeni (RODRIGUES-SIMIONI et al, 1990), Bothrops lanceolatus (LOBO-
ARAUJO et al, 1990a) e Bothrops jararacussu (RODRIGUES-SIMIONI, et al,
1983) e com o veneno total de B. insularis (COGO et al., 1990a, 1990b, 1993), sendo
as duas Gltimas, as mais ativas.

RODRIGUES-SIMIONI et al. (1983), utilizando coluna gel Sephadex G-75

seguida de cromatografia de troca idnica em SP-Sephadex C-25, isolaram do veneno
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de Bothrops jararacussu um componente (pool IV) com baixa atividade PLA,, Esta
fragio causou contratura e bloqueio das contragdes musculares em preparagdes
neuromusculares (cutaneous pectoralis) de rd, (nervo frénico musculo diafragma) de
camundongo estimulados diretamente ou indiretamente. A medida do potencial de
repouso (preparacdo musculo diafragma isolado de camundongo) revelou um efeito
despolarizante. Todos os efeitos farmacologicos ou seja, contratura, blogueio e
despolarizagio foram completamente inibidos em presenga de 10 mM Ca?* (HELUANI
et al., 1992),

Por outro lado, as informagdes existentes a respeito da farmacologia do veneno
de B. insularis, se limitavam ao estudo sobre a atividade coagulante ¢ fibrinolitica
(MEBS, 1970). Mais recentemente SELISTRE & GIGLIO (1987) isolaram uma
enzima semelhante a trombina e também fragdes responsaveis pelas atividades
hemorragica, mionecrotica e edematogénica (SELISTRE et al, 1990). Varios
peptidios potenciadores de bradicinina foram também detectados neste veneno
(C‘II.\'ITRA et al., 1984). Estudos "in vitro" usando-se o veneno de B. insularis
(LOBO-ARAUJO et al, 1990b) mostraram que o mesmo possui alta atividade
caseinolitica, fosfolipasica, esterasica e coagulante sobre o plasma e baixa atividade
hemorragica e hemolitica. A observagio de que a administracio do veneno bruto em
pintainhos, determinava perda do reflexo postural e o aparecimento de "head drop" ou
seja, sintomas semelhantes aos do envenenamento pelo curare (COGO et al.. 1993),
sugeriu a presenca de agfio neurotoxica importante neste veneno. De fato, utilizando
técnicas miograficas (preparagdes nervo frénico musculo diafragma isolado de
camundongo e biventer cervicis de pintainho) e eletrofisiologicas (medida do potencial
de repouso e de p.m.p.t.), estes autores verificaram que o veneno de B. insularis
possui agdio tanto pré-(facilitadora da transmissdo) como pos-{despolanizagio,
contratura e bloqueio da transmissdio neuromuscular) juncionais, sendo mais potente
nas preparagbes neuromusculares de aves quando comparada com as preparacdes

musculares de mamiferos.
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O efeito pré-sinaptico traduziu-se pelo aumento inicial da amplitude das
contragoes musculares (10% em diafragma isolado de camundongo) seguido por
blogueio irreversivel. Entretanto, a d-Tubocurarina (4 pg/ml) impediu o efeito
facilitador do veneno, observando-se apenas bloqueio, sem aumento inicial da
amplitude das contragdes. Corroborando esta observacio, técnicas eletrofisiologicas
revelaram que o veneno total ¢ capaz de induzir aumento na frequéncia (400%) dos
potenciais em miniatura da placa terminal que se inicia de 5 a 15 minutos apos a adicio
do veneno (COGO, et al., 1993).

A agdo pos-sinaptica do veneno caracterizou-se pela redugdo do potencial de
membrana em diafragma isolado de camundongo, pelo aparecimento de fibras
necroticas e aumento na liberagio de CQ em musculo isolado de biventer cervicis de
pintainho (COGO et al., 1993). Esses resultados sugeriram que este veneno exibe
atividade inicialmente neurotoxica seguida por uma agfo lesiva direta do tecido
{mionecrose).

| As alteragdes histopatologicas foram observadas tanto em musculo pectoralis
“in viva", como em preparagdes isoladas de musculo biventer cervicis de pintainho
incubadas com o veneno (CRUZ-HOFLING et al., 1990a, 1990b, 1993; COGO, et al.,
1993). Estes autores verificaram ag@io lesiva direta no tecido muscular, detectada
através do desarranjo das miofibrilas e necrose do tecido. A estriagio transversal,
tipica dos musculos esqueléticos, tornou-se imperceptivel e com aparéncia amorfa.
Infiltrados inflamatorios extensos com presenca de células linfocitarias, plasmocitarias,
neutrofilos polimorfos e hemorragia foram observados (CRUZ-HOFLING et al.,
1990a; COGO et al, 1993). Essa degeneragiio, determinou um aumento dose-
dependente nos niveis de liberacio de CQ em preparagdes biventer cervicis de aves "in
vitro" (COGO et al., 1993).

Estes resultados  sugeriram um efeito a nivel pré-sinaptico que seria
possivelmente mediado pela presenga de uma PLA, capaz de agir no terminal nervoso

motor sinaptico além de desempenhar um efeito direto no musculo esquelético.
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RUSSELL, (1977) diz que os venenos e particularmente suas fracdes, devido
as suas diversidade de efeitos, constituem importantes instrumentos no estudo de
fenémenos biologicos, tais como os mecanismos de transporte na membrana celular,
condugfio nervosa, transmissdo neuromuscular e em muitos outros fendmenos a serem
descobertos, pois ainda existe um grande potencial a ser explorado neste sentido.

De acordo com essa idéia, resolvemos aprofundar os estudos sobre a ago do
veneno de B. insularis observando as alteracdes ultraestruturais e correlacionando-as
com os efeitos farmacologicos ja estudados com o veneno bruto, bem como realizando
o fracionamento e a caracterizagdo biologica da fragio responsavel pelo efeito

neurotoxXico.
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OBJETIVO
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Nosso objetivo foi o de demonstrar que os efeitos pré-sinaptico e mionecrotico
observados com o veneno total de Bothrops insularis, envolvem a participacio da
fragio PLA; presente no veneno. Para tal, utilizamos técnicas de eletrofisiologia,
miografia, determinagfo dos niveis de creatino quinase, bem como estudo morfologico

ao microscopio aptico e eletrénico de transmissio.
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I) ANIMAIS: Pintainhos da linhagem HY-LINE W36 (4 - 8 dias) fornecidos
pela Granja Ito S/A (Campinas) e camundongos (Mus musculus variedade Albinus,
Swiss) fornecidos pelo Centro de Bioterismo da UNICAMP, com peso varidvel de 18
a 30 g foram utilizados neste estudo. Os animais foram mantidos em gaiolas

abastecidas com agua e ragio ad libitum.

2) VENENO: O veneno da serpente B. insularis foi gentilmente cedido pelo
Instituto Butantan de S&c Paulo. Apés a coleta, o veneno foi dessecado a vacuo e

conservado em dessecador 4 4°C.
3 FRACIONAMENTO DO VENENQO

3.1) FRACIONAMENTO EM GEL SEPHADEX G-75: Cerca de 70 mg do
vénéno de B. insularis foram inicialmente dissolvidos em 2,0 ml de tamp#o formato de
amonio 50 mM, pH 3,5 mantido em banho de gelo. Em seguida, o veneno foi
centrifugado (SORVALL SUPERSPEED RC 2B) a 10.000 rpm durante 10 minutos
(12.000 x g) e o sobrenadante aplicado em coluna (100 x 1,8 cm) de gel Sephadex G-
75, previamente equilibrada com o mesmo tampdo. O material foi eluido 4 4°C. Foram
coletadas fragBes de 1,3 ml num fluxo de 12 ml/h utilizando-se coletor de fragdes LKB
BROMMA 2070 ULTRORAC II (sensibilidade 0,1).

A concentragio proteica das amostras foi estimada pela leitura da absorbancia
a 280 nm em espectrofotdmetro KONTRON-UVIKON-810 usando-se cubetas de
quartzo com 1,0 cm de caminho dptico. As amostras foram submetidas aos ensaios
enzimaticos e biologicos e, a seguir, agrupadas em fracdes de acordo com as

atividades. As amostras foram liofilizadas.

3.2) FRACIONAMENTO EM GEL SEPHADEX G-150: O veneno de B,

insularis (200 mg) foi dissolvido em 2,0 ml de tampdo fosfato salina (PBS) 0,15M |
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pH 7,2 mantido sempre em banho de gelo. Apds a centrifugacdo do veneno durante 10
minutos a 10.000 rpm (12.000 x g) em centrifuga Sorvall Superspeed RC 2B, 0,01 ml
do sobrenadante foi diluido em 1 ml em PBS para a determinagiio da concentragiio
proteica em Espectrofotdmetro BECKMAN ACTA 111 a 280 nm.

O material restante foi aplicado em coluna (90 x 2 cm) de gel Sephadex G-150,
previamente equilibrada com o mesmo tampdo. O material foi eluido em cémara fria a
4°C. Foram coletadas amostras de 5 ml/tubo num fluxo de 24 ml/hora utilizando-se
coletor de fragdes LKB BROMMA 2070 ULTRORAC 11 (sensibilidade 0,1).

A concentragdo proteica das amostras foi estimada pela leitura da absorbéncia
a 280 nm em Espectrofotometro BECKMAN ACTA III usando-se cubetas de quartzo
com 1,0 cm de caminho optico. As amostras foram submetidas aos ensaios enzimaticos
e, a seguir, agrupadas de acordo com as atividades nelas contidas. A dialise das fragbes
foi realizada contra &gua destilada (3,5 litros) durante 16 horas & 4°C em saco de
dialise da Sigma 250-9U.

. Apoés a dialise, as frages foram congeladas (gelo seco + alcool) e lofilizadas.

A concentrago proteica das fragoes foi estimada como descrito acima.

3.3) CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA (FRACIONAMENTO
EM GEL SEPHADEX G-150 - pH 8,0): O "pool" (item 2) que continha a atividade
PLA; (50 mg) fot solubilizado em 2,5 ml de tampio bicarbonato de aménio 0,01M, pH
8,0 e centrifugado a 10.000 rpm (12.000 x g) durante 10 minutos 4 temperatura
ambiente. Em seguida, 0,01 ml do sobrenadante foi diluido 100 vezes para um volume
de 1,0 mi e submetido a leitura em 280 nm de absorbincia para a determinacio da
concentracio proteica. O sobrenadante foi aplicado em coluna DEAE Sephadex (1,5 x
20 em) previamente equilibrada com tampdo bicarbonato de aménio, pH 8,0, Apos
eluigdo inicial com o mesmo tampdo, seguiu-se um gradiente linear de 0,01 a 1,0 M
dissolvido no mesmo tampdo. Amostras de 3,0 ml por tubo foram coletadas sob fluxo

de 20 ml/h a 4°C.
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A dialise da fragio principal foi realizada contra agua destilada (3,5 litros)
durante 16 horas 4 4°C em saco de dialise da Sigma 250-9U.

A absorbancia das amostras foi determinada a 280 nm.
4)ESTUDO BIOQUIMICO

4.1) DETERMINACAO DA CONCENTRACAO PROTEICA: A dosagen
de proteina foi feita utilizando-se o método do microbiureto conforme descrito por
ITZHAKI & GILL (1964). Procedeu-se 4 dosagem a partir de solugfio contendo de

0,1 a 2,0 mg da fragfo dissolvida em 2,0 ml obtida na troca idnica.

4.2) ATIVIDADE FOSFOLIPASICA: Avaliou-se a atividade PLA, através
do método descrito por LOBO-ARAUJO & RADVANYI (1987). A composi¢io do
meio de reagfo foi: lecitina de ovo 3,5 mM como substrato, solubilizada em colato de
sédio 4,0 mM, NaCl 100 mM, CaCl, 10 mM e vermelho de fenol 0,055 mM. A
absorbancia desta solugdo foi ajustada para 1,8 a 558 nm pela adi¢io de NaOH 0,1 M.

Iniciou-se a reagio adicionando-se 10 pl de uma solugdio do veneno total, ou
das fragOes obtidas em ambos fracionamentos, a 1,0 ml do meio de reagio. A variagio
da absorbincia fot determinada ap6s 15 minutos em mesmo comprimento de onda,

A atividade enzimatica foi expressa como sendo a diminuigio da absorbncia
por minuto por micrograma de proteina. Esta atividade foi convertida em micromoles
de acidos graxos liberados por minuto por miligrama de proteina, medindo-se a
diminui¢fio da absorbédncia de 1,0 ml do meio de reagio produzida por quantidades

conhecidas de acido.

4.3) ATIVIDADE ESTERASICA: A atividade esterasica foi avaliada como
descrito por HUMMEL (1959), utilizando o TAME (éster metil de p-toluenosulfonil-

L-arginina) como substrato.
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O ensaio com o veneno total ou com as fracdes obtidas em ambos
fracionamentos foi iniciado com a adigdo de 10 pl das solugdes e 1,0 mi de meio de
reagdo contendo: TAME 1,0 M, tampéo TRIS-HCI 50 mM pH 8,8 e CaCl, 10 mM. A
variagdo da absorbancia foi determinada a 247 nm durante 5 minutos de reacfio
enzimatica a temperatura ambiente.

Uma unidade de atividade enzimatica ¢é definida como | pumol de TAME
hid_roﬁsado por minuto por ml. A atividade especifica é expressa em unidades de

atividade enzimética por miligrama de proteina.

4.4) ATIVIDADE COAGULANTE SOBRE PLASMA: A atividade
coagulante foi determinada aplicando-se 10 il das amostras obtidas no fracionamento
em gel Sephadex G-150 (pH 8,0) em 1,0 ml de plasma humano citratado (0,38 % de
citrato de sédio - plasma submetido & atividade quelante do citrato de sodio, sem Ca?')
o em plasma citratado mais 2,0 mM de Ca?' (com CaCly).

- O tempo necessario para o inicio da formagio da rede de fibrina foi
cronometrado a 37°C,

Para tempos maiores que 6 minutos o plasma foi considerado incoagulavel.

4.5) ATIVIDADE CASEINOLITICA: A atividade caseinolitica foi
determinada segundo o método descrito por KUNITZ (1947), com algumas
modificagdes sugeridas por MANDELBAUM et. al. (1982). A reago foi efetuada em
meio de reagdo contendo TRIS-HCI 0,1 M, caseina 1%, CaCl, 4,0 mM e NaCi 100
mM. Para a dosagem da atividade caseinolitica, amostras (10 ul) do fracionamento em
gel Sephadex G-75 (pH 3,5) foram adicionadas a 1,0 mt de meio de reagio. Apos 30
minutos a 37 C, foram adicionados 1,5 de acido tricloroacético 5% e a mistura foi
mantida & 4°C durante 1 hora. A seguir, o material foi centrifugado (12.000 x g) por 5
minutos e a concentragiio dos peptideos resultantes da digestdo enzimatica e soluveis

em acido tricloroacético, foi determinada pelo método de HARTREE (1972).
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Uma unidade de atividade enzimatica ¢ definida como sendo a quantidade de
enzima que produz um aumento de diferenga éptica de 1,0 por minuto e por ml a 650
nm. A atividade especifica € expressa como unidades de atividade enzimatica por

miligrama de proteina.

4.6) ELETROFORESE: A eletroforese foi feita em gel de poliacrilamida-SDS
(dodecil sulfato de sodio), segundo o método de HAMES & RICKWOOD (1982),
utilizando-se sistema descontinuo dissociante em placa vertical.

O gel de resolugio, com gradiente de concentragiio de poliacrilamida de 10 a
20%, fo1 preparado sob 1,5 cm de gel de empacotamento (3,75% de acrilamida).

O veneno total e as fragdes, diluidos em tampio dissociante TRIS-HCl 63 mM
pH 6,8 contendo 5% de 2B-mercaptoetanol, 2% de SDS, 10% desacarose e 0,001%
de azul de bromofenol, foram fervidas durante 4 min. Aliquotas de 30 pl foram
aplicadas no gel. A corrida eletroforética foi conduzida em temperatura ambiente com
voitégem fixada em 100 V (40 - 25 mA), até o azul de bromofenol atingir 0,5 ¢cm do
final do gel (aproximadamente 4 horas).

Apos a corrida eletroforética, o gel foi fixado com solugio de metanol 50% e
acido acético 10%. Seguiu-se a coloragio com solucdo de Azul Brilhante de
Coomassie R 0,025% em acido acético 10%. O excesso de corante foi eliminado
utilizando-se a mesma solugdo de fixagio do gel. Apds a coloragiio, o gel foi seco
segundo a técnica de JUANG et al. (1984) e fotografado.

Para a estimativa do peso molecular utilizou-se amostras contendo proteinas de
pesos moleculares conhecidos (Kit-Pharmacia-L.KB), calculado segundo o método de

SVASTI ¢ PANHUPAN (1977).
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5) ANALISE FARMACOLOGICA

5.1) PREPARACAO NERVO FRENICO MUSCULO DIAFRAGMA
ISOLADO DE CAMUNDONGO: Camundongos com peso de aproximadamente 22
g foram anestesiados com hidrato cloral a 10% (0,3 ml/100g) e sacrificados pela
sec¢do dos vasos do pescogo. Apos retirada, a preparagdo foi montada de acordo com
a técﬁica descrita por BULBRING (1946) para ratos. A técnica consiste em dissecar a
pele a nivel do térax e cuidadosamente isolar o diafragma junto com o nervo frénico,
tomando-se cuidado para ndo lesar nem o masculo nem o nervo. Apos o isolamento
da preparagfio, que devera levar o menor tempo possivel e no superior a 10 minutos,
a mesma foi montada em suporte adequado que foi colocado dentro da cuba com
solugdo de Tyrode, cuja composigio em mM foi: NaCl 137, KClI 2,7, CaCl, 1,8;
MgCL, 0,49; NaH,PO, 0,42; NaHCO, 11,9 e glicose 11,1, pH 7.0. A cuba com 3 mi
de capacidade foi mantida a temperatura constante de 37°C e arejada com carbogénio
(niiétura 95% 0O, e 5% CO,, pH 7,4). Foi feito o registro da forga de contragio
muscular em resposta a estimulos supra-maximais (Fisiografo GOULD RS$3400),
usando-se transdutor isométrico BG 25 GM KULITE. O musculo submetido 2 tensdo
constante de 2 g/cm foi estimulado indiretamente através de seu nerve motor usando-
se eletrodo bipolar com pulsos maximais de 0,2 ms de duragdo e 0,1 Hz de frequéncia.
O misculo também foi estimulado diretamente com pulsos maximais de 0,05 Hz de
frequéncia e 2 ms de duragdo. Neste caso a preparacio foi tratada com d-Tubocurarina
(dTc) (3 ug/ml) para bloquear as respostas a estimulacio indireta.

Todas as preparagdes foram submetidas a um periodo de estabilizagdo nio
inferior a 20 minutos préviamente & adigio da fragio PLA, (20 e 40 pg/mil) obtida em
pH 8.0 ou da fragdo obtida em pH 3,5 (40 pg/ml).

Algumas preparagdes incubadas com a fragio PLA, (40 ug/mi) foram
submetidas 4 estimulagdo indireta em meio nutritivo onde o Ca2* foi substituido pelo

Sr2' (4 mM).
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5.2) PREPARACAO BIVENTER CERVICIS DE PINTAINHO: A
preparagdo foi isolada e montada de acordo com o método descrito por GINSBORG e
WARRINER (1960). O miisculo foi suspenso em 4 ml de solugio de Krebs com a
seguinte composigdo em mM: NaCl 118.6; KCI 4,69, CaCl, 1,88; KH,PO, 1,17,
NaHCO; 14,99 e glicose 11,65; pH 7,4 e mantido a temperatura de 37°C, arejado com
carbogénio (mistura 95% O, e 5% CQ,).

| O musculo foi submetido a uma tenso constante de 0,5 g e estimulado através
de eletrodos bipolares posicionados na regifio de transico entre o tenddo e o misculo
de modo a processar uma estimulagdo de campo. Usou-se estimulador GRASS S4
para submeter a preparagiio a estimulos supramaximais de 0,1 Hz de frequéncia e 0,2
mseg de duragiio. As contragbes musculares em resposta a estimulos supramaximais
foram registradas em fisiografo GOULD RS 3400 através de transdutor isométrico
BG-25 GM KULITE da Semiconductor Products Inc. durante 120 minutos.
Concentrages de 80 pg/ml do veneno total ou 5, 20 e 40 pg/m! da fracdo PLA2
obtida em pH 8,0 ou 40 png/mi da fragio obtida em pH 3,5 foram adicionadas ao banho
para verificagdo de seus efeitos.

Em alguns experimentos, a preparag@o foi mantida a baixa temperatura (19 - 24
°C) durante o tempo de incubagdo com a fragdo PLA, (20 pg/mi).

Nos experimentos controle a preparago foi incubada com 0,2 ml de solucio de

Krebs.

5.3) DOSAGEM DE CREATINO QUINASE (CQ): Devido 4 aciio
miotoxica da PLA; e consequente degeneragio da membrana celular (SELISTRE et al,
1990) e o fato da enzima CQ ser utilizada como parimetro na avahacio de lesdes
musculares, mediu-se os niveis de liberagio desta enzima "in vitro®. Durante as
experiéncias realizadas com o musculo biventer cervicis de pitainho para o registro
das contragdes musculares (item 5.2), aliquotas de 0,2 ml foram retiradas do banho
durante o periodo de repouso (estabilizacio da preparagdo) e apos a adi¢do do veneno

total (80 pg/mi) ou da fragdo PLA, obtida no fracionamento em pH 8,0 (nas doses de
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5, 20 e 40 pig/ml) em periodos correspondentes a 40, 80 e 120 minutos de incubacdo
para cada dose. Para o grupo controle, amostras de 0,2 ml foram retiradas do banho
nos tempos acima indicados, sem a adi¢do do veneno ou da fracio PLA,
(completando-se no entanto o volume da cuba com a solugiio de Krebs). Na dosagem
de CQ foi utilizado Kit Sigma Diagnostics 520-C onde uma Unidade Internacional
(UI) corresponde a formagdo de creatina (umol) por minuto dentro das condigdes

estipuladas pelo kit.

5.4) ANTAGONISMO PELO SORO ANTI-BOTROPICO: A fracdo PLA,
(pH 8,0) (160 ng) foi incubada durante 30 minutos a 37°C com 0,06 ml do soro anti-
botropico (AB) (1 ml neutraliza 5 mg) proveniente do Instituto Butantan (Lote
8808158). Apos a incubagfio, a mistura foi adicionada ao banho (4 mi) contendo o
musculo biventer cervicis.

Nos tempos 40, 80 ¢ 120 minutos foram colhidas amostras (0,2 ml) para
dosagem da CQ liberada.

Com o objetivo de verificar a capacidade liberadora de CQ do soro anti-
botropico, adicionou-se 0,1 ml de soro (préviamente incubado durante 30 minutos & 37
°C) ao banho e amostras foram retiradas nas condigdes acima citadas.

Para a obtengdo do controle, seguiu-se o mesmo procedimento, utilizando-se
apenas solugdo nutritiva.

Em todas as condigdes, o volume retirado da cuba era reposto com solugio de

Krebs.

6 ) ESTUDOS ELETROFISIOLOGICOS

6.1) REGISTRO DO POTENCIAL DE REPOUSO (PR) E DOS
POTENCIAIS EM MINIATURA DA PLACA TERMINAL (p.m.p.t.):

Inicialmente a preparagio diafragma isolado de camundongo foi distendida em cimara
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de lucite com capacidade de 3 ml a temperatura ambiente. Em seguida foi imersa em
solugdo de Tyrode com a composigio semelhante ao descrito no item 1 e arejada
constantemente pelo borbuthamento de carbogénio (mistura 95% 0, e 5% CO, pH
7,4). Microeletrodos preenchidos com KC! 3M (resisténcia 10 a 20 MQ) foram
introduzidos intracelularmente tanto para a medida do PR das fibras musculares como
para o registro dos p.m.p.ts., os quais foram registrados em osciloscopio Tektronix e
fotografados (cdmara polaroide) ou registrados em papel no fisidgrafo GOULD
RS3400. O PR foi registrado em osciloscopio Tektronix cuja medida foi avaliada
tanto na regido das placas terminais como aleatoriamente em regides distantes destas.
O registro foi feito aos 15, 30 ,60, 90 e 120 minutos apds a adigio de 40 pg/ml da
fragio PLA; obtida em pH 3,5 ¢ 20 ou 40 pg/ml da obtida em pH 8.0. Registrou-se o
potencial de repouso apos a lavagem da preparagio.
Para o registro dos p.m.p.ts. adicionou-se 40 pg/ml da fragdo PLA, obtida em
pH 8.,0.
. Nos experimentos controle adicionou-se 0,2 ml de solucio de Krebs e a leitura

foi feita nos mesmos tempos sem a adigdo da fragio estudada.

7) ANALISE MORFOLOGICA

Para a andlise morfologica, foram realizados estudos "in viro" com a
preparagdo biventer cervicis incubadas com a fracio PLA, do veneno de B. insularis e
estudos "in vivo" em masculo pectoralis de pintainhos, tanto sob a a¢io do veneno

bruto como com a fragdo com atividade PLA,.

7.1) MUSCULOS BIVENTER CERVICIS DE PIN TAINHOS
INCUBADOS:

MICROSCOPIA FOTONICA: Os estudos "in vitro" foram realizados em

musculo incubado ou com a fragdo PLA; ou com a fragiio + soro AB. O tempo de




32

incubagdo foi de 120 minutos, utilizando-se doses de 20 ou 40 pg/0,1ml (n=3 para
cada dose) da fragdo com atividade PLA; obtida do fracionamento em pH 8,0. Apés o
tempo de incubagdo, procedeu-se a fixacdo dos mesmos seguindo-se o procedimento
de rotina para estudo das alteragdes morfologicas (desidratacdo e inclusio em
parafina) Secgdes de 7 um foram obtidas em microtomo, montadas e coradas com

Hematoxilina Eosina (H.E.) e Tricrémico de Masson (T.M.).
7.2) MUSCULOS PECTORALIS DE PINTAINHOS INJETADOS:

MICROSCOPIA FOTONICA: Pintainhos de 4 - 8 dias foram injetados no
musculo pecioralis esquerdo com a fragio PLA,; obtida em pH 8,0. Foram utilizadas as
doses de 20 e 40 pg/0,1 ml (n= 3 para cada dose). Os animais foram sacrificados 3
horas apds a inje¢do da fragdo. Imediatamente depois do sacrificio dos animais,
procedeu-se a dissecgiio do musculo e a sua fixagdo em Bouin durante 24 a 48 horas.
A 'ﬁ;cagzﬁo foi seguida pelo procedimento de rotina para a confecgiio das minas
histologicas (desidratagdo e inclusdo em parafina). Secgdes de 7 um foram obtidas em
microtomo, montadas e coradas com Hematoxilina Eosina (H.E.) ¢ Tricromico de
Masson (T.M.).

Animais injetados no masculo peitoral esquerdo com 0,1 ml de solugdo de

Krebs (n= 3) e sacrificados 3 horas apds a injegiio constituiram o grupo controle.

MICROSCOPIA ELETRONICA: Foram utilizados 12 pintainhos (5 - 7
dias) os quais foram separados em 4 grupos de 3 animais cada um. Todos animais
foram injetados no musculo pectoralis esquerdo. A injecio do veneno total de B.
insularis e fraco PLA; foi feita com cuidado para que o bisel da agulha atingisse o
interior do mitsculo ¢ nfio o ultrapassasse.

Para o veneno bruto, foram utilizadas doses de 0,4; 20 e 80 ng/0,1ml (n=3 para
cada dose). O sacrificio dos animais foi realizado 3 horas apos a administragio do

VEneno.
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Para a fragiio PLA,, foram utilizaddos 4 grupos de 2 animais cada, utilizando-
se doses de 10 e 40 pg/0,1 ml, os quais foram sacrificados apés 3 ou 24 horas (n=2)
para cada dose.

Animais injetados no musculo pectoralis esquerdo com 0,1 ml de solugdo de
Krebs (grupo de 3 animais) e sacrificados 3 horas apés a injegdo constituiram o grupo
controle.

| Animais tratados com veneno bruto e controle, anestesiados em cimara de éter
(éter sulfirico), foram colocados em decubito dorsal para a dissecgdo do musculo.
Imediatamente apos a exposigio do mésculo, foi injetado localmente fixador de
Karnovsky (paraformaldeido 1%; glutaraldeido 3% e tampéo cacodilato de sodio 0,07
M; pH 7,3 - 7,4), preparado antes do uso. Removeu-se em seguida a solugiio fixadora
e fragmentos do tecido foram imersos em nova solugiio do mesmo fixador. Os animais
injetados com a fraglio PLA,, apos anestesia inalatoria com éter, foram perfundidos
mtracardiacamente com 100 ml de glutaraldeido a 2% em tampio fosfato 0,1 M, pH
7,4.. Esta técnica de fixagdo consiste na substituigio do sangue do animal pela solugio
fixadora introduzida diretamente no ventriculo esquerdo do animal. Apés secglio do
atrio direito, o fixador injetado substitui o sangue da circulagfio. Apés a fixagio por
perfusdo (+ 15 minutos), procedeu-se a fixago por imersdo (3 horas no minimo) dos
fragmentos do masculo em fixador de Karnovsky.

A seguir, foram lavados no mesmo tampdo acrescido de 5% de sacarose a 40(3>
2 vezes por 5 minutos cada, tendo sido pos-fixados em 0sO, 1% durante 90 minutos.
Decorrido este tempo, os fragmentos de musculo foram lavados em tampdo por 15
minutos. Os fragmentos de tecido permaneceram em solugfio aquosa de acetato de
uranila 0,5% durante a noite. No dia seguinte apos lavagem em tampéo cacodilato de
sodio (0,1 M, pH 7.3) mais 5% de sacarose a 4°C por 15 minutos, procedeu-se a
desidratagdo do material em alcoois a 50; 70; 90; 95 e 100% sendo que neste altimo,

os fragmentos foram submetidos a 3 trocas da solugio 20 minutos cada.
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Apos a desidratagio, o material foi embebido em resina Araldite ou mistura de
resina Epon-Araldite, segundo técnica do Centro de Microscopia Eletrnica do
Instituto de Biologia (UNICAMP).

No dia seguinte, fragmentos de muasculo foram incluidos em resina Epon-
Araldite ou Araldite pura por 72 horas em estufa 2 70°C. Cortes de 1 um de espessura
foram obtidos com navalhas de vidro e corados com azul de toluidina para exame em
microscopia Optica. Cortes ultrafinos foram feitos em ultramicrotomo SUPERNOVA
LKB usando-se navalha de diamante, os quais foram contrastados com citrato de
chumbo e observados em microscopio eletrénico Zeiss EM9S2 operando em 60 KV,

O material foi fotografado e analisado.
Foram feitas observagbes dos sinais clinicos dos animais e observagdes

macroscopicas da regido muscular injetada apos a inoculagio do veneno ou da fragio

PLAZ,

8) ANALISE ESTATISTICA

De todos os dados obtidos foram calculados a média e o erro padrio da média
(E.P.M.). A significincia da diferenga entre os dados dos grupos controle e tratados
com o veneno ou com a fragio PLA2, foi determinada com o teste t-Student para
dados pareados e nfio pareados. Foram considerados estatisticamente significantes

valores com p<0,05.
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1) FRACIONAMENTOQ EM GEL SEPHADEX G-75: A FIGURA | mostra
o perfil cromatografico obtido no fracionamento em gel Sephadex G-75 utilizando-se o
tampao Formato de amdnio 50 mM, pH 3,5. Obteve-se 3 picos principais de proteinas.
Estes picos foram divididos em "Pools" de acordo com a atividade enzimatica
apresentada: Pool I (tubos 47 a 73); Pool II (74-79), Pool I (tubos 80-96), Pool 1V
(tubos 97-120) e Pool V (tubos 145-180).

Em nossas condigOes experimentais, a atividade caseinolitica esteve presente no
Pool 1 e 1I, enquanto a atividade fosfolipasica esteve presente na Pool IV na porgao
descendente do Pool II (FIGURA 1). A fragdo PLA, apresentou atividade
aproximadamente 12 vezes maior do que a do veneno total. O rendimento proteico
obtido foi de 6%, com uma recuperagdo de 74,7% da atividade enzimatica.

A atividade esterasica esteve presente principalmente no Pool Il do

cromatograma (FIGURA 2).

2) ELETROFORESE: A analise eletroforética em Gel de poliacrilamida-SDS$
(12%) do veneno total e dos Pools I, 11, III e do Pool IV ¢om atividade fosfolipasica
obtida em pH 3,5, esta representada na FIGURA 3.

O peso molecular dos polipeptidios presentes no Pool IV (com atividade
fosfolipasica) foi estimado em 14.560 a 17.750. Quatro cadeias polipeptidicas puderam

ser identificadas neste Pool.

3) CROMATOGRAFIA EM GEL SEPHADEX G-150: A FIGURA 4
mostra o perfil cromatografico obtido no fracionamento em gel Sephadex G-150
utilizando-se o tampdo PBS 0,15M, pH 7,2. Obtiveram-se 3 Picos principais de
proteinas. Estes picos foram divididos de acordo com a concentragdo proteica
apresentada: Pico Ia (tubos 33 a 39); Pico Ib (tubos 42 a 48); Pico I (tubos 52 a63) e
Pico III (tubos 76 a 84).
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FIGURA 1) PERFIL CROMATOGRAFICO DO VENENO TOTAL DE B
insularis (70 mg) SUBMETIDQ A FILTRACAO EM GEL SEPHADEX G-75
EQUILIBRADO COM TAMPAO FORMATO DE AMONIO 50 mM, pH 3,5 a
atividade caseinolitica esteve presente no pool I e II enquanto a atividade fosfolipasica
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FIGURA 2) ATIVIDADE ESTERASICA : do veneno e dos polls L, I, Il e IV
obtidos no fracionamento em gel Sephadex G-75 equilibrado com tampio formato de
amdnio 50 mM, pH 3,5



39

.

o

SOOVWI X0HAdY SIHVINIATOW SO0S3d

do

FIGURA 3) ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA COM SDS

veneno total (VT) e dos pools I, 11, I ¢ IV tratados com mercaptoetanol (5%).
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O Pico Il apresentou atividade PLA, (FIGURA 4) bem como atividade
esterasica (FIGURA 3). A atividade esterasica esteve presente também no Pico la e Ib

(FIGURA 5).

4) ATIVIDADE COAGULANTE SOBRE PLASMA: Em nossas condigdes
experimentais, a atividade coagulante sobre o plasma humano citratado esteve presente
nos Picos Ia e Ib da cromatografia em gel Sephadex G-150, pH 7,2.

O Pico Ia induziu a formagdo da rede de fibrina aos 17 e 33 segundos em
plasma com ou sem Ca?' respectivamente, enquanto o Pico Ib levou em média 9 e 13
segundos para o inicio de formagio da rede de fibrina em plasma com a sem Ca?'
respectivamente (n=2 cada tempo).

Quando testada a atividade do Pico II, verificou-se que houve a formagio da
rede de fibrina somente 7 e 10 minutos apo6s a sua adigdo ao plasma humano com e
sem Ca?' respectivamente (FIGURA 6).

O Pico HI ndo apresentou atividade coagulante.

5) CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA: ApoOs a cromatografia de
troca ibnica em DEAE Sephadex em tampio Bicarbonato de aménio pH 8.0,
obtivemos 4 Fragoes (1, 11, 111 e IV) (FIGURA 7).

A atividade PLA,; esteve presente na Fragdo II e na Fragio IV (FIGURA 8)
enquanto que a atividade esterasica concentrava-se na Fragio III (FIGURA 9).
Verificamos portanto que a cromatografia de troca idnica foi eficiente em determinar 2
separagdo das duas atividades fosfolipase e esterasica.

A fragdo PLA, exibiu rendimento proteico de 12% e recuperacio de 33% da

atividade enzimatica contida em 200 mg de veneno.

6) PREPARACAO NERVO FRENICO MUSCULO DIAFRAGMA
ISOLADO DE CAMUNDONGO: A FIGURA 10 ilustra o efeito da Fragio PLA,,

(pH 8,0), sobre as respostas do diafragma & estimulacfio elétrica direta e indireta,
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FIGURA 5) ATIVIDADE ESTERASICA: do veneno total e dos picos obtidos no
fracionamento em gel Sephadex G-150 equilibrado com tampéio PBS 0,1 M, pH 72.
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fracionamento em gel Sephadex G-150 equilibrado com tampdo PBS 0,1M, pH 7,2.
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FIGURA 8) ATIVIDADE FOSFOLIPASICA: do veneno total e das fracbes obtidas
a partir da cormatografia de troca ibnica em DEAE Sephadex equilibrada com tampéo
bicarbonato de aménio 0,01M, pH 8,0. A atividade PLA, encontra-se principalmente
na fra¢io IV.
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FIGURA 9) ATIVIDADE ESTERASICA: do veneno total e das fragBes obtidas a partir
da cromatografia de troca idnica em DEAE Sephadex equilibragda com tampdo
bicarbonato de aménio 0,01M, pH 8.0. A atividade esterasica encontra-se na Fragao II1.
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FIGURA 10) PREPARACAQO NERVO FRENICO MUSCULO DIAFRAGMA
ISOLADO DE CAMUNDONGO: A - registro controle (Krebs); B - Fragdo PLA; (pH
8,0; 20 pg/mb), estimulacfo indireta. Verifica-se o aumento da amplitude de comra{:ﬁo
muscular seguido de blogueio. C - Fragio PLA; (pH 8.0; 20ug/ml); estimulagiio direta
sem prévia adi¢io de dTc. Observa-se o bloqueio sem o inicial aumento da amplitude
das contragdes musculares. No tempo zero (0), Krebs (A) ou PLA; (B e C) foram
adicionados ao banho. W - lavagem da preparagiio.
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A Fragdo PLA; (20 pg/ml; n= 4), promoveu aumento da amplitude das
contragdes musculares entre 60 e 90 minutos, seguido de bloqueio da ordem de 26%
em aproximadamente 180 minutos de registro. Em apenas | experimento observou-se
bloqueio de 80% aos 180 minutos (FIGURA 10B).

Quando o musculo foi estimulado diretamente (sem o prévio tratamento com
d-Tubocurarina - dTc), verificou-se bloqueio o qual atingiu 76T7% aos 180 minutos de
exposigdo (n= 3; FIGURA 10C). Nesse caso, ndo foi observado o caracteristico
aumento inicial das contragdes musculares registrado em preparagdes estimuladas
indiretamente (FIGURA 10B)

Estes efeitos ndo foram reversiveis apos a lavagem da preparacio.

A estimulagio direta parece determinar o aparecimento do bloqueio mais
precocemente, provavelmente pela auséneia do efeito facilitador inicial caracteristico
dessa PLA; sobre a preparagio neuromuscular de camundongo (FIGURA 11).
Quando, sob a estimulagZo indireta (40 pug/mt PLA,; pH 8,0; n=3), a facilitagdo inicial
foi inenos evidente (FIGURA 12A). Somente em | preparacdo observou-se 0 aumento
que atingiu 8% aos 30 minutos de exposicio.

A estimulagdo direta também levou o musculo a bloqueio de 85% em 180
minutos (n=3), sem o prévio tratamento da preparacio com dTc, Entretanto, o mesmo
nivel de bloqueio foi observado nos masculos préviamente tratados com dTc (3 ug/ml;
n=3) (FIGURA 12Be Ce 13).

Todos estes efeitos ndo foram reversiveis com a lavagem da preparagio.

A fragdo PLA; (40 ug/ml) obtida em pH 3,5 nio promoveu bloqueio das
contraghes musculares na preparagio nervo frénico musculo diafragma isolado de

camundongo,

7) PREPARACAO MUSCULO BIVENTER CERVICIS DE PINTAINHO:
Nesta preparagfio, o efeito contraturante do veneno total de B, insularis (80 pg/ml; n=
5} foi particularmente evidenciado, assim como o bloqueio das contracbes musculares

ndo reversivel apos varias lavagens (FIGURA 14A).
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FIGURA 1) CURVA DOSE-EFEITO DA FRACAQ PLA, (pH 8,0; 20 pg/mi)
SOBRE AS RESPOSTAS CONTRATEIS DO NERVO FRENICO MUSCULO
DIAFRAGMA 1SOLADO DE CAMUNDONGO: o misculo foi estimulado indireta
ou diretamente. Cada ponto representa a média + erro padrdo de 3 a 4 experimentos. *
p<0.05.
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FIGURA 12} EFEITOS DA ADICAO DE 40 ug/ml DA FRACAQ PLA, (pH 8,0)
SOBRE A PREPARACAQ NERVO FRENICO MUSCULO DIAFRAGMA
ISOLADO DE CAMUNDONGO: A - misculo estimulado indiretamente. B - musculo
estimulado diretamente sem prévia adi¢io de dTe. C - misculo estimulado diretamente
com prévia adicdo de dTe (3 ug/ml). No tempo zero (0), PLA, foi adicionada ao
banho, W - lavagem da preparagio.
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FIGURA 13) CURVA MOSTRANDO 0S EFEITOS DA PLA; (pH 8,0; 40 ug/ml)
SOBRE AS RESPOSTAS CONTRATTEIS DA PREPARACAQO NERVO FRI?ZN}CO
MUSCULO DIAFRAGMA ISOLADO DE CAMUNDONGO: o misculo foi
estimulado indiretamente ou diretamente. Cada ponto representa a média + erro
padrio de 3 a4 experimentos. * p<0,05.
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FIGURA 14) PREPARACAO MUSCULO BIVENTER CERVICIS DE PINTAINHO:
A - veneno total de B. insularis (80 pg/ml). B - Frag8o PLA,; obtida em pH 8,0 (40 p
g/ml). No tempo zero (0), o veneno (A) ou PLA; (B) foram adicionados ao banho.




53

O efeito da fragio PLA, obtida no fracionamento em pH 80 sobre a
preparagio de aves foi semelhante ao observado com o veneno total (FIGURA 14B).
Em algumas prepara¢des (4 na dose de 20 pig/ml e 2 na dose de 40 pug/ml), ocorreu
nicialmente (nos primeiros 15-30 minutos) aumento da amplitude das contracdes
musculares da ordem de 12%, mas em todas as preparagdes, apos este periodo de
tempo, iniciou-se um lento e progressivo bloqueio. Este efeito mostrou-se-se dose e
tempo-dependente para as doses de 5 (n=5); 20 (n=9) e 40 (n=4) pg/ml (FIGURA 15).

A semelhanga do que ocorre com o veneno total, observou-se efeito
contraturante na matoria das doses empregadas. Essa contratura atingiu o seu maximo
em 30 minutos aproximadamente.

Quando testada a fragdio PLA, obtida em pH 3,5 (40 pg/ml; n= 3-4), verificou-
se que a mesma induziu aumento na amplitude das contragdes musculares da ordem
de 12%. Esse efeito foi observado logo apds a sua adicio ao banho onde o masculo
estava mergulhado. O aumento da amplitude teve duragio de aproximadamente 20
milm.ltos, voitando espontinea e progressivamente para a amplitude observada nos
controle (FIGURA 16).

Em todos os experimentos realizados o efeito bloqueador persistiu apos a
lavagem da preparacio.

Nos experimentos controles (n= 16), os niveis basais mantiveram-se estaveis
mesmo apos 120 minutos de observagio e, apos a lavagem da preparacio, a amplitude

das respostas musculares permaneceu sem alteragio passivel de ser registrada.

8) ANTAGONISMO PELA TEMPERATURA E PELO Sr2*: A FIGURA
17 mostra que a diminui¢io da temperatura (aproximadamente 20°C)  inibiu o
bloqueio e contratura produzidos pela fragio PLA, (20 ug/ml) na preparagio biventer
cervicis de pintainho.

A substituicio do Ca?' pelo Sr2' (4 mM) foi capaz de retardar de modo

marcante (inicio de bloqueio somente apods 120 minutos) os efeitos da fragio PLA,
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FIGURA 15) CURVA DOSE-EFEITO DA FRACAO PLA, OBTIDA EM pH 8.0
SOBRE O MUSCULO BIVENTER CERVICIS DE PINTAINHO: cada ponto
representa a média + erro padrdo de 4 a 5 experimentos. * p=<0,03,
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FIGURA 16) CURVA DOSE-EFEITO DO VENENO TOTAL (80 pug/ml) E DA
FRACAO PLA; (pH 3,5; 40 ug/ml) SOBRE AS RESPOSTAS CONTRATEIS DO
MUSCULO BIVENTER CERVICIS DE PINTAINHO: observar o aumento da
amplitude de contragio do misculo apds a adigio do veneno total antecedendo o
bloqueio. A fragio PLA; também promoveu um aumento na amplitude das
contragbes musculares sem entretanto promover bloqueio. Cada ponto representa a
média -+ erro padrio de 4 a 11 experimentos. *p<0,05.
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FIGURA 17) ANTACON?SMO PELA TEMPERATURA E PELO Si2*: A -
preparagdo biventer cervicis de pintainho, A temper. tLa;b o bloqueio pr m01d
p ela PLA; (20 pg/t ] pH 8,0). B - pr eparag nervo frénico misculo diafragma

solado de camundongo. O Sr?' retardou efe tos produz dos pela PLA; (40 pg/ml;
pH 8,0). No tempo zero (0), PLA, foi adicionada ao banho.
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(40 pg/ml). na preparagio nervo frénico misculo diafragma isolado de camundongo

(FIGURA 17),

9) LIBERACAO DE CQ PELO MUSCULO BIVENTER CERVICIS DE
PINTAINHO: A fragio PLA; (pH 8,0) (5 pg/ml n= 5; 20 pg/ml n= 5 ¢ 40 pg/mi n=
4) foi capaz de induzir liberagio de CQ de maneira dose-dependente (FIGURA 18),

A liberagiio promovida por 40 pg/ml da fragfio, foi cerca de 3 vezes maior do
que a induzida pela mesma concentragdo do veneno total (80 pg/ml; n= 4), em todos
os tempos considerados. Mesmo reduzindo-se a concentragio da fragio PLA, para
20 pg/ml, observou-se uma liberagdo de CQ maior do que aquela promovida pelo
veneno total com o dobro da dose (80pug/ml n=4) (FIGURA 18).

Em nossas condigdes experimentais, observamos que mesmo nos experimentos
controles houve certo grau de liberagdo de CQ porém sempre sensivelmente inferior as

preparagdes tratadas a partir da dose ou do tempo empregados.

10) CAPACIDADE DO SORO ANTI-BOTROPICO EM IMPEDIR A
LIBERACAO DE CQ EM PREPARACAO INCUBADA COM FRACAO PLA,
(pH 8,0): A incubagdo prévia da fragio PLA, com o soro anti-botropico a 37°C,
reduziu de modo significativo a sua capacidade liberadora de CQ (FIGURA 19). O
soro anti-botropico impediu a liberagio de CQ em aproximadamente 70% (n=5})
quando utilizamos a dose de 20 pg/ml da fracdo PLA,. Como mostra a FIGURA 19, 0
proprio soro induz liberagio de CQ (n= 4), fato que evidencia ainda mais sua
capacidade neutralizante,

O mesmo efeito neutralizante do soro anti-botropico foi analisado, utilizando-
se como parametro o registro miografico. A FIGURA 20 mostra a protecdo do soro

sobre o efeito bloqueador das contragdes musculares (de 60%) induzido pela fracdo

PLA; (20 pg/ml).
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FIGURA 18) CURVA DOSE EFEITO DA LIBERACAO DE CQ PROMOVIDA
PELO VENENO TOTAL E PALA FRACAO PLA, OBTIDAS EM pH 8,0
preparagdo bivemter cervicis de pintainho. Cada ponto representa a média + erro
padriio de 4 a 5 experimentos. * p<0,05.
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FIGURA 19) CURVA DOSE-EFEITO DA NEUTRALIZACAO DA LIBERACAO
DE CQ PELO SORO ANTI-BOTHOPICO (AB) PROMOVIDO PELA PLA, (pH
8,0): preparago hivemter cervicis de pintainho. Cada ponto representa a média + erro
padro de 4 a 5 experimentos. * p<0,05.
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FIGURA 20) CURVA DO EFEITO DA FRACAO PLA, OBTIDA EM pH 8,0 EM
PREPARACAO MUSCULO BIVENTER CERVICIS DE PINTAINHO: a PLA, (pH
8,0) foi préviamente incubada com soro AB durante 30 minutos. Cada ponto
representa a média + erro padrio de 4 a 7 experimentos. * p<0,05.
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11) MEDIDA DO POTENCIAL DE REPOUSQ (PR) DO MUSCULO
DIAFRAGMA ISOLADO DE CAMUNDONGO: A fracio PLA, obtida no
fracionamento em gel Sephadex G-75 utilizando tampio Formato de aménio 50mM,
pH 3.5, adicionada ao banho, induziu queda de apenas 13% no potencial de repouso
15 minutos apos a sua adi¢io (40 pg/ml; n=53),

A fibra  permaneceu despolarizada aproximadamente 60  minutos,
repolarizando-se aos 90 minutos. Apds a lavagem, verificou-se nova despolarizacio da
fibra muscular da ordem de 12% (-69 mV) (FIGURA 21). A medida do PR nessas
preparagdes era de facil obtengio.

A fragio PLA2 obtida em pH 8,0, na dose de 20 pg/ml (n= 4) induziu
despolarizagio que atingiu cerca de 20% aos 120 minutos em relagdo aos valores
controles. No entanto, com o dobro da dose (40 pg/ml; n=4), o efeito despolarizante
esteve presente de modo mais acentuado, com inicio apds 30 minutos da adigio da
fragio. Aos 120 minutos a despolarizagio foi de 80% (FIGURA 22).

- Apos 60 minutos de incubaglio, a preparagio tornou-se de dificil manipulagio
para a medida do PR com o aparecimento de fibrilagio que se intensificou até aos 90
minutos aproximadamente, desaparecendo em seguida. A partir deste periodo de

tempo, ndo se observava p.m.p.t. e o PR oscilava em torno de -30 mV.

12) REGISTRO DOS POTENCIAIS EM MINIATURA DA PLACA
TERMINAL: As FIGURAS 23 e 24 mostram os efeitos da fragdo PLA; (pH 8,0;
40 pg/ml; n =4) sobre o registro dos p.m.p.t. em preparagio isolada diafragma de
camundongo.

Verificamos que nos primeiros 30 minutos, ndo havia mudanga na frequéncia
ou amplitude dos p.m.pt No entanto, apds este periodo de tempo, iniciava-se
aumento da frequéncia dos p.m.p.t. no periodo de 30 a 60 minutos apos a adi¢io da

fragdo PLA2. Esse aumento foi mais intenso no periodo de 60 a 90 minutos (FIGURA

23).
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FIGURA 21) CURVA REPRESENTATIVA DA MEDIA DO POTENCIAL DE
REPOUSO DA PREPARACAO DIAFRAGMA ISOLADO DE CAMUNDONGO:
observar a despolarizagiio persistente da fibra muscular durante aproximadamente 60
minutos voltando a valores controles aos 90 minutos apos a adigio da fragio PLA, (40
ug/ml) obtida em pH 3,5 Cada ponto representa a média + erro padrio de 5
experimentos, * p<0,05.
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FIGURA 22) CURVA REPRESENTATIVA DA MEDIDA DO POTENCIAL DE
REPOUSO DA PREPARACAO DIAFRAGMA ISOLADO DE CAMUNDONGO:
ap0s a adigio da fragdio PLA, (20 ou 40 fig/ml) obtida em pH 8,0 observou-se uma
despolariza¢do da fibra muscular dose-tempo dependente. Cada ponto representa a
média :+ erro padrdo de 4 experimentos. * p<0,05.
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FIGURA 23) EFEITOS DA PLA; (pH 8,0, 40 pg/ml) SOBRE OS p.mp.t.
preparagio diafragma isolado de camundongo. Verifica-se um aumento na frequéncia
e na amplitude dos biopotenciais. Cada ponto representa a média + erro padrio de 4
experimentos. * p<0,05.
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FIGURA 24) REGISTRO DOS PMPT preparagio diafragma isolado de
camundongo. A - controle. B - 60; C ¢ D - 90 minutos apos a adicio da fracao PLA;
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Observamos também aumento da amplitude dos p.m. p.t., sendo mais acentuado

no periodo de 60 a 90 minutos de exposigio (FIGURA 23).

13) MORFOLOGIA DOS MUSCULOS BIVENTER CERVICIS DE
PINTAINHOS INCUBADOS (MICROSCOPIA FOTONICA):

13.1) Misculos incubados com solugio de Krebs (Controle) ¢ Misculos
incubados com soro AB:

Nos masculos incubados com solugdo de Krebs, as fibras musculares
mostravant-se integras. As estriagdes das fibras esqueléticas eram perfeitamente
vistveis, os niicleos periféricos apresentavam cromatina descondensada e por vezes
nucléolo visivel (FIGURA 25 A). Nos musculos incubados com solucdo de Krebs +
soro AB, as fibras mostravam contornos angulosos normais tanto nas secgdes
transversais como nas longitudinais (FIGURA 25B). Nestes, cerca de 1% das fibras
apresentavam aspecto eosinofilo, aumento do volume e perfis arredondados em cortes

transversais, o que nfo constitul anormalidade estrutural.

13.2) Masculos incubados com 20 ug/ml da fragio PLA; :

Muitas fibras musculares em cortes longitudinais estavam totalmente
dissolvidas, apresentando interrupgées e adquirindo aparéncia hialina, com perda total
das estriagdes. O aspecto amorfo e desorganizado das fibras musculares traduz severa
mionecrose (FIGURAS 25C e D). O musculo como um todo mostrava padréo tecidual
descontinuo com aumento do espago extracelular, devido talvez. a perda de porg¢ies
celulares. Uma populagio de células do tecido conjuntivo, a semelhanca de infiltrado

inflamatorio, foi frequentemente observada nesta dose (FIGURAS 25C e D).

13.3) Musculos incubados com 20 yg/ml da fragio PLA; + soro AB:
Os musculos incubados com esta mistura mostraram fibras integras, tanto em
cortes longitudinais (FIGURA 26A) como em cortes transversais (FIGURA 26 B).

Algumas fibras mostraram certo grau de ondulagbes (indicando contragio) e didmetro




FIGURA 25) SECCOES HISTOLOGICAS DO MUSCULO BIVENTER CERVICIS
INCUBADO DURANTE 120 MINUTOS: A - musculo controle (solugfio de Krebs),
B - musculo incubado com soro AB: secgdo longitudinal mostrando aspecto nomal das
fibras musculares esqueléticas em ambos os casos. C - misculo incubado com fragiio
PLA; (20 pug/ml; pH 8,0) mostrando as fibras dissolvidas e desorganizadas. Notar
células tipo infiltrado inflamatorio (seta). D - sec¢lio transversal das fibras com
didmetros bastante diferentes. Notar dissolugfio de algumas fibras (asterisco). A - 340
X(TM.); B- 125X (HE ), C-256X (H.E.),; D - 256X (HE.) .




67




FIGURA 26) EFEITOS DA FRACAO PLA, (pHS8,0; 20 pg/ml) + SORO AB NO
MUSCULQ BIVENTER CERVICIS INCUBADOS: A - secgdo longitudinal: aspecto
normal das fibras, algumas apresentam um certo grau de contragiio evidenciado pela
ondulagio do trajeto (seta). B - secciio transversal: fibras aparentemente normais.

Algumas apresentavam didmetro bastante aumentado. A - 340X (HE), B - 670X
(H.E.).
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variavel. Raras apresentavam-se entumescidas. O efeito mionecrético induzido por 20
ng/ml da fragio PLA,, foi inibido pelo tratamento da prepara¢io com a mistura soro
AB e fracdo PLA,. Neste caso, verificou-se a presenga de inimeros vasos arteriais e

venosos ocluidos por eritrocitos.

13.4) Misculos incubados com 40 ig/mi da fragio PLA,:

Com essa dose, as alteragBes mionecroticas mostraram-se bem mais
expressivas quando comparadas com aquelas induzidas por 20 pg/mi. Em alguns
casos, pareceu haver dissolugio por completo da fibra muscular, ¢ no local
permaneceu uma fina substincia granular (FIGURA 27A). Em corte transversal, o
didmetro das fibras era bastante heterogéneo, algumas poucas mostravam perda de
porgdes celulares (FIGURA 27B). O infiltrado inflamatério estava presente.

Em nenhuma das doses estudadas observamos hemorragia, pois trata-se de
estudos "in vitro". As alteragdes vasculares com trombos e alteragdes no endotélio

vascular mostraram-se pouco evidentes através da microscopia fotonica.

14) OBSERVACOES CLINICAS DOS ANIMAIS INJETADOS COM O
VENENO TOTAL E FRACAO PLA..

Os animais foram injetados com o veneno e observados durante o periodo de
sobrevida para avaliagdo de seu estado geral. Com a dose de 20 pg (30 minutos) os
animais apresentaram, além de edema e hemorragia local em grau acentuado, paralisia
flacida dos musculos do pescogo com progressiva perda do tdnus muscular geral.
Horas apos a administragdo do veneno, os animais recuperaram a postura, voltando a
se alimentar. Estes mesmos sintomas foram observados quando foi injetada a fragfo
PLA;.

A dose de 80 ug mostrou-se letal. Trés horas apés a injeciio de 80 ug do
veneno total, os sintomas observados eram semelhantes aqueles obtidos com 20 ug

(edema, hemorragia e paralisia flacida) porém de maior intensidade e mais precoces.




FIGURA 27) MUSCULO BIVENTER CERVICIS INCUBADO COM 40 ug/ml DA
FRACAO PLA, (pH 8,0): A - verificar a lise das fibras musculares (asterisco) e o
consequente desarranjo das mesmas em corte longitudinal. B - fibras em processo de

dissolugio (seta). Observar o didmetro bastante alterado. A - 256X (T.M.); B - 256X
(H.E)).
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Os animais entravam em convulsfo, acusavam morte iminente, sendo portanto
sacrificados. Estes resultados confirmam as observagdes de COGO et al, 1993

realizadas com o veneno total.

15) MORFOLOGIA DOS MUSCULOS INJETADOS COM VENENO
TOTAL E FRACAO PLA, DO VENENO DE B. insulariss MICROSCOPIA
FOTONICA.

15.1) Masculos injetados com solucdo de Krebs (3 horas):

O masculo pectoralis esquerdo de pintainho injetado com 0,1 ml de solugio de
Krebs e sacrificado 3 horas apds, mostrou estrutura histologica normal, ou seja, as
fibras musculares apresentavam seus nucleos alinhados periféricamente e organizavam-
se em feixes paralelos envolvidos pelo tecido conjuntivo que forma o endomisio e o
perimisio. Os vasos sanguineos, veias e artérias, apresentavam-se normais na
aparéncia, as vezes livres de células sanguineas, outras vezes com hemacias em
quantidade normal dentro da luz do vaso, a qual mostrava aspecto limpido (ndo

documentado).

15.2) Misculos injetados com 20 pg da fracdo PLA; (3 horas):

As fibras musculares longitudinais apresentavam-se com grandes espagos entre
si (FIGURA 28E). Muitas células musculares apresentaram-se normais com estrias
transversais e nucleo com cromatina frouxa e nucléolo aparente. Outras mostravam-se
compactas, com menor didmetro, hialinizadas com aspecto amorfo. Nio havia
entretanto fragmentagdo ou corrosdo litica da fibra, em si indicando mionecrose
(FIGURA 28C). Estas caracteristicas sio confirmadas nos cortes transversais da fibra

muscular (FIGURA 28D).




FIGURA 28) ANIMAL INJETADO COM PLA; (pH 8,0) E SACRIFICADO 3
HORAS APOS: A - 40 pg/ml: misculo em corte longitudinal mostrando aspecto
normal. B - corte transversal. C - 20 pg/ml: aspecto normal das fibras em corte
longitudinal. D - fibras musculares com didmetro normal, algumas com aspecto amorfo
(seta). E - observa-se grande espagos com fibras esgar¢adas, sem mionecrose
evidente. A - 512X (T.M.); B- 166X (T.M.); C- 512X (T.M.); D - 256X (T M.); E -
160X (T.M.).
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15.3) Misculos injetados com 40 g da fragio PLA; (3 horas):
Nao pareceu haver diferenga na estrutura muscular com a dose de 40 pg,
quando comparada a de 20 p1g. Nio havia mionecrose aparente. Os nucleos de muitas

fibras estavam picnoticos (FIGURAS 28A e B),

16) MORFOLOGIA DOS MUSCULOS INJETADOS COM VENENO
TOTAL E FRACAO PLA2 DO VENENO DE B. insularis: MICROSCOPIA
ELETRONICA.

Os fragmentos do musculo corados com azul de toluidina foram ebservados
em microscopia Optica para avaliagdo do material e sele¢do para a confecgio de cortes
finos. As secgbes de musculo que apresentavam feixes nervosos, eram selecionados
para cortes ultrafinos, uma vez que eram sugestivos de apresentarem juncGes
;nusculares, para observagiio ao microscopio eletronico. Caso ndo apresentassem as

condigdes acima citadas, eram realizados novos cortes e submetidos a nova avaliacio.

16.1) Animais controle:

Os pintainhos de 5 dias foram injetados com solucdo de Krebs e sacrificados
apos 3 horas. Em corte longitudinal, as células musculares mostravam os sarcdmeros
compreendidos entre as linhas Z, bem como as bandas A, 1, H e linha M, com
aparéncia normal (FIGURA 29A). Uma caracteristica do misculo de pintainhos jovens
¢ que as células musculares apresentavam sarcoplasma mais abundante entre as
miofibrilas onde grandes quantidades de ribossomas tinham ai sua localiza¢io
(FIGURAS 29B ¢ C). O nucleo encontrava-se na periferia da célula, geralmente oval
com eucromatina e nucléolo nem sempre visivel. Por outro lado, a lAmina nuclear
estava bastante evidente estando so interrompida na regigo dos poros nucleares. Uma
parte das fibras musculares de pintainhos de 5 dias de vida apresentaram volumosa
quantidade de glicogénio. Entre as miofibrilas, no sarcoplasma estavam presentes as

mitocOndrias que em cortes transversais das fibras musculares, mostraram-se




FIGURA 29) MUSCULO PECTORALIS DE PINTAINHO INJETADO COM
SOLUCAO DE KREBS COMO CONTROLE: animal sacrificado 3 horas apés. A -
fibras musculares em sec¢do longitudinal com a organizagéio dos sarcomeros (S) e das
linhas Z e do reticulo sarcoplasméatico (RS) normais na aparéncia. (r) ribossomas. B -
corte transversal. Fibras musculares com depositos variaveis de glicogénio localizados
no sarcoplasma interfibrilar. Parte de fibras sem glicogénio aparecem na parte inferior
da foto (*). C - Parte de cinco fibras musculares sendo que uma mostra o nucleo
periférico (N) e evidente lamina nuclear (cabeca de seta) s6 interrompida na regifo dos
poros (p). Notar capilar (C) onde as células endoteliais aparecem normais com
complexos juncionais (seta) e projegdes digitiformes em diregiio ao lumem vazio (d).
(v) vesiculas de pinocitose; (m) mitocéndrias. A - X22182; B - X6600; C - X17280.
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arredondadas. RegiGes de sarcoplasma indiferenciado foram observadas entre as

miofibrilas. Ao redor de cada célula muscular observou-se a lamina basal (FIGURA
29C),

Os capilares apresentaram-se com células endoteliais pavimentosas ligadas
umas as outras por complexos juncionais. O aspecto dessas células era normal com
vesiculas de pinocitose, raras mitocondrias e projegdes digitiformes em diregdo i luz.
Geralmente os capilares apresentavam lumen livre de hemacias. (FIGURA 29C).

A jungdio neuromuscular era morfologicamente pouco desenvolvida, o que
tornou dificil sua identificacdo. Era caracterizada pela auséncia de dobras juncionais
do sarcolema, existindo um esbogo de invaginagdo, que entretanto nio chegava a
formar as dobras comumente encontradas em jungdes neuromusculares de mamiferos.
Entretanto, o sarcolema na regidio pos-sinaptica onde localizavam-se os receptores
colinérgicos estava espesso. O sarcoplasma da célula muscular na regido pos-sinaptica,
apresentava o nucleo da placa ("sole plate nucleus") que se caracteriza por apresentar
crbnﬁatina descondensada e/ou em pequenos grumos junto & membrana nuclear,
mitocOndrias alongadas com granulos densos de calcio, reticulo sarcoplasmatico
rugoso tubular e reticulo sarcoplasmatico liso tabulo-vesicular. Ribossomas livres e/ou
polirribossomas estavam também presentes além de microtubulos e vesiculas com
nicleo denso. O terminal nervoso nos animais controle, mostrava em seccdo
transversal, forma arredondada ou alongada. O axoplasma apresentou-se
eletronlucente com grande quantidade de vesiculas sinapticas, raras vesiculas com
nicleo denso, e pequena quantidade de mitocondrias. Vacuolos com dimenses
maiores que as vesiculas sinapticas também foram observados (FIGURAS 30 A e B}.

Na fenda sinaptica entre o terminal nervoso e o sarcolema espessado,
encontrava-se a lamina basal, que por projegio, envolvia também a célula de Schwann,
estando ausente contudo entre o terminal e a célula de Schwann. Esta caracterizava-se

pela presenga de reticulo endoplasmatico rugoso, com auséncia de contetido nas suas




FIGURA 30) MUSCULO PECTORALIS DE PINTAINHO INJETADO COM
SOLUCAO DE KREBS COMO CONTROLE: animal sacrificado 3 horas apos. A -
jungdo neuromuscular com seus 3 elementos basicos: terminal nervoso (T); a célula de
Schwann (S) e a regidio pos-sinéptica representada pela fibra muscular (FM). ( j )
ésbogo de dobras juncionais; (seta) espessamento da membrana pds sinaptica; (mb)
lamina basal; (m) mitocondrias, (rer) reticulo endoplasmatico rugoso; (rel) reticulo
endoplasmatico liso; (cabeca de seta) vesiculas com nicleo denso; (v) vesiculas
sinapticas;, (r) ribossomas. B - complexo neuromuscular apresentando 2 terminais
nervosos (T) de forma arredondada (“"er grape") cobertos pela célula de Schwann.
Notar quantidade de vesiculas sinapticas no terminal e o espessamento da membrana
pos-sindptica na regido juncional. C - fasciculo nervoso mostrando axonios mielinicos
integros (A) no que diz respeito as mitocondrias (m), neurofilamentos, microtiibulos,
bainha de mielina e célula de Schwann (S§). (p) perineuro; (e) endoneuro com fibras
colagenas. A - X47300; B - X12690;, C - X17212.
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cisternas, pelas mitocéndrias alongadas e pelos ribossomas livres, muitos deles sob a
forma de polirribossomas.

Entre as fibras musculares, havia fasciculos de axonios mielinicos do nervo
frénico, envolvidos pelo perineuro e grupos de axdnios amielinicos, ambos envolvidos
pela célula de Schwann. A aparéncia morfoldgica dos axdnios mielinicos era normal,
isto ¢, a bainha de mielina apresentava-se intrega envolvendo o axoplasma com
neurofilamentos, microtubulos e mitocdndrias. Cada ax6nio  mielinico estava
envolvido por uma faixa delgada de citoplasma da célula de Schwann, a qual também
apresentava-se morfologicamente normal, assim como o perineuro e o endoneuro

(FIGURA 30C).

16.2) Animais injetados com 0,4 ug do veneno total de B. insularis (3

horas):
. As alteragdes morfologicas observadas 3 horas apds a admunistragdo intra-
mus;cular do veneno de B. insularis (0,4 ng), caracterizaram-se pela perda do
bandeamento das fibras causadas pela desorganizagfo das miofibrilas (FIGURA 31A).
Entretanto, fibras musculares normais também eram frequentes (FIGURA 31B).
Observavam-se ainda, vasos sanguineos com trombos oclusivos e discreta hemorragia.
Est8o também representadas nas FIGURAS 32A e 33A, as alteragBes musculares mais
representativas deste estagio, as quais podem ser resumidas em regides de
hipercontrag@o e dessaranjo do padrio de organizagio normal das miofibrilas causando
o desaparecimento do sarcomero. As alteragGes manifestaram-se ainda na morfologia
do nticleo e no aspecto vacuolar do reticulo sarcoplasmatico.

As anormalidades morfologicas mais evidentes neste estagio, diziam respeito
primeiro as observadas nas jungdes neuromusculares e em segundo nas fibras
musculares. Regides do masculo peitoral com morfologia aparentemente normal eram
porem observadas proximo as regides alteradas.

Nas jungdes neuromusculares, as alteragBes mais evidentes referiam-se as

mitocOndrias que sofreram entumescimento e/ou desaparecimento das cristas e




FIGURA 31) MUSCULO PECTORALIS DE PINTAINHO INJETADO COM 0,4 pg
DO VENENO TOTAL: 3 horas. A - fibras musculares em corte longitudinal: a
esquerda fibra necrotica com miofibrilas distribuidas aleatoriamente, sarcolema e
membrana basal indistintos, o reticulo sarcoplasmatico (RS) forma vacuolos os quais
podem possuir restos de membrana enroladas ou conteido eletrondensos (setas). A
direita e acima, fibra muscular exibindo aspecto quase normal, caracterizada pela
presenga de sarcOmeros quase normais. (mb) lamina basal. B - detathe de 2 fibras
musculares em corte transversal com niicleo proximo a periferia e com morfologia
aparentemente normal. (L) limite entre as duas fibras. A - X19872; B - X31218,
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FIGURA 32) MUSCULQ PECTORALIS DE PINTAINHO INJETADO COM 0,4 p
G DO VENENO TOTAL: 3 horas. A - fibras musculares com hipercontragio:
alteracio do sarcomero (S). Reticulo sarcoplasmatico (RS) hipertrofiado, identagGes
do contorno nuclear (seta) e condensamento da eucromatina. {m) mitocdndrias; (L)
limite entre 2 fibras musculares; (Z) linha Z. A - X17280.
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FIGURA 33) MUSCULO PECTORALIS DE PINTAINHO INJETADO COM 04
g DO VENENO TOTAL: 3 horas. A - estigio mais avangado em relagio ao
observado na FIGURA 32. Observar lise do sarcolema da fibra muscular (seta), nicleo
(N) com cromatina condensada e padrao alterado,; indefinicio da membrana nuclear,
dos poros e da ldmina nuclear. Notar vactolos do reticulo sarcoplasmatico e
miofibrilas em total desarranjo. No canto superior esquerdo direito, vestigios da linha
Z do sarcomero. A - X17280.
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rompimento da membrana. Além disso, pode-se verificar desaparecimento de trechos
da propria membrana do terminal nervoso ou seja, do axolema (FIGURA 34A) e
condensacdo e compactagdo do terminal nervoso e vesicula sinapticas, respectivamente
(FIGURA 34B).

A célula de Schwann mostrou-se com citoplasma mais condensado devido
aparentemente 2 maior quantidade de ribossomas. Em algumas jungdes, processos
delgados da célula de Schwann se sobrepunham como liminas sobre os terminais ou se
fragmentavam (FIGURAS 34A e B).

O sarcoplasma sub-sinaptico aparentemente ndo apresentava alteracBes em
relagdo ao controle pelo menos nas jungdes observadas. Entretanto, embora
aparecessem regides densas do sarcoplasma na fenda sinaptica, estavam pouco
evidentes as pequenas invaginagdes dos esbogos de dobras juncionais vistos no

controle (FIGURAS 34A e B).

16.3) Animais injetados com 20 g do veneno total de B. insularis (3 horas):

Trés horas apos a administragio do veneno de B. insularis na dose de 20 pg
observaram-se alteragdes ultraestruturais qualitativamente similares as observadas com
a dose menor, porém quantitativamente mais significativas. Estas alteragdes como ja
mencionadas, eram representadas por mionecrose em  varios graus de
comprometimento da fibra muscular, anormalidades morfologicas dos componentes da
jungdo neuromuscular e alteragdes vasculares importantes.

Extensa reacfio inflamatoria, extravasamento das hemaceas (algumas semi-
hemolisadas) através do rompimento das células endoteliais dos vasos além de trombos
oclusivos foram observados (FIGURA 35A e B).

A mionecrose adquiriu caracteristicas importantes como o aparecimento de
regides periféricas da fibra onde estavam ausentes as miofibrilas e com rompimento do
sarcolema e fragmentagio da ldmina basal. Nesses locais encontramos regides com

aspecto granular com vérios graus de textura. Os granulos podiam estar "soltos” ou




FIGURA 34) MUSCULO PECTORALIS DE PINTAINHO INJETADO COM 0,4 pg
DO VENENO TOTAL: 3 horas. A - complexo juncional ("en grappe") onde
aparecem 4 terminag0Oes nervosas, duas delas de tamanho reduzido (1, 2, 3 ¢ 4). Notar:
interrupgéio da membrana do terminal (seta), identagGes no axolema (cabega de seta);
interposi¢io da célula de Schwann na fenda sinaptica junto as identagdes (cabeca de
seta) e englobando o terminal 2. (m) mitocOndrias arrebentadas; (v) vesiculas com
niicleo denso; (p) axdnto pré-terminal dando origem ao terminal nervoso; (S) célula de
Schwann com seu ntcleo e seus processos superpostos. B - terminal eletrondenso
necrotico fragmentado. (m) mitocOndrias arrebentadas; (v) vacuolos. A - X18426; B -
X12589.
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FIGURA 35) MUSCULO PECTORALIS DE PINTAINHO INJETADO COM 20 g
DO VENENO TOTAL: 3 horas. A - porgdes do musculo mostrando algumas fibras
musculares de diferentes tamanhos com porgdes sem miofibrilas, embora o sarcolema
permaneca. No centro da foto um capilar com uma hemacia com restos de fibrina
preenchendo a luz. As células endoteliais inchadas e eletronluscentes mostram ruptura
e fragmentacdo no citoplasma ({setas), fora do local da jun¢do. Os processos
digitiformes estdo ausentes. (N) nicleo da célula endotelial. B - vista geral de algumas
células musculares tendo entre elas células inflamatdrias com material semi digerido (1)
e inameros corpos granulares entre as fibrlas ou dentro da fibra. No detalhe: um
desses corpos extracelulares em maior aumento e com depdsito de glicogénio no
interior. A - X6600; B - X5940.
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ligados uns aos outros por filamentos formando pequenos corddes. Os granulos
podiam aparecer envolvidos por membrana na extremidade da fibra muscular, e com
este aspecto, também podiam ser encontrados nos espagos interfibrilares, portanto
com localizagio extracelular (FIGURA 36A).

A necrose vascular apresentava-se por alteragdes das células endoteliais cujo
citoplasma apresentava regides entumescidas e eletronlucentes, vactiolos heterogéneos
e corpos multivesiculares. Regides das células endoteliais que eram rompidas e por
onde extravasavam hemacias por estrangulamento, nem sempre correspondiam as
zonas juncionais das células endoteliais 0 que caracterizava hemorragia "per rhexis"
(FIGURAS 36B e C). Alteragdes mais severas se caracterizaram pelo aparecimento de

estruturas fibrosas grosseiras, que sdo restos de fibrina, no interior dos vasos.

16.4) Animais injetados com 80 g do veneno total de B. insularis (3 horas):
. Os animais que foram injetados com 80 pg do veneno de B. insularis ndo

sobr;eviveram além de 3 horas. Neste tempo, as alteragdes observadas com a dose de
20 pg estavam presentes de forma aguda. Havia desarranjo das miofibrilas, com
compactagdo das mesmas, que evidenciavam-se com eletrondensidade acentuada
sugerindo zonas de hipercontragfo, caracterizando assim zonas de mionecrose severa
(FIGURA 37A). Além disso, algumas fibras mostravam ruptura do sarcolema
(FIGURA 37A). A FIGURA 37B, mostra massas densas (que podem ser encontradas
tambem dentro da fibra muscular) e que embora assemelhem a hemécias na textura, o
tamanho ndo fala a favor dessa hipétese. Essas massas eletrondensas foram
interpretadas como fibras altamente necrosadas.

Alteragdes vasculares também estiveram presentes com trombos oclusivos e
extravasamento de hemacias "per diapedesis”e "per rhexis" como também observado
para a dose de 20pg (FIGURAS 38A e B).

As fibras nervosas intramusculares sob a agdo do veneno, mostraram alteracdes

degenerativas, com formagéo de corpos vesiculares eletrondensos, desorganizacio da



FIGURA 36) MUSCULO PECTORALIS DE PINTAINHO INJETADO COM 20 Mg
DO VENENO TOTAL: 3 horas. A - detalhe de granulos intracitoplasmaticos na
periferia da fibra muscular. Esses granulos podem encontrar-se isolados ou ligados por
filamentos, ou encontrar-se extracelularmente (cabega de seta). (*) local de
rompimento da membrana para eliminacio dos grinulos. B - capilar com trombose
cuja luz esta ocupada por 2 hemacias e o niicleo de outra que estd sendo eliminada por
ruptura do endotélio ("per rhexis") fora da jungfo celular (seta). Observar detalhe. A
célula endotelial mostra mitocondrias rompidas, vaciolos e diminuigio do nimero de
vesiculas de pinocitose. C - vaso em secgio longitudinal mostrando células sanguineas
vermelhas e brancas na luz. Observar saida de um eritrocito (e) com forma anémala e
corpos filamentosos densos degenerativos representando fibrina (*). A - X16848; B -
X6600 - Detalhe X8580; C - X5445,







FIGURA 37) MUSCULO PECTORALIS DE PINTAINHO INJETADO COM 80 ug
DO.VENENO TOTAL: 3 horas. A - fibra muscular mionecrética com condensagdo e
compactagiio das miofibrilas. Veja detalhe. (m) mitocéndrias. B - outro aspecto de
alteracio muscular observado. Corpos de aparéncia amorfa localizados
extracelularmente que sugerem ser fibras necrosadas. A - X6105; B - X15984.
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FIGURA 38) MUSCULO PECTORALIS DE PINTAINHO INJETADO COM 80 g
DO VENENO TOTAL: 3 horas. A ¢ B - dois aspectos de alteragdes vasculares
causadas pelo veneno botropico. Ambos os capilares estdo ocluidos por heméacias
(trombose). Em B, saida de hemdcias "per hrexis". As alteragdes também s80
observadas na parede endotelial (¢) que podem estar espessada (FIGURA A) ou
adelgagada (FIGURA B). Observar também fibrina. (seta) jungdo endotelial, (m)
mitocdndrias arrebentadas. A - X7620;, B - X15984.
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mielina e aumento da eletrodensidade do axoplasma. O perineuro e o endoneuro desses
feixes nervosos mostravam também estarem afetados (FIGURAS 39A e B).

As placas motoras podiam mostrar-se desnervadas, estando a célula de
Schwann ocupando a regido pré-sinaptica (FIGURA 40A). Qutros terminais
apresentavam-se bastante eletrondensos praticamente ocupados por mitocondrias
inchadas e vesiculas sinapticas com membranas mal definidas, também eletrondensas.
Estruturas globulares estavam presentes na fenda sinaptica, provavelmente referiam-se
a porgdes de processos citoplasmaticos das células de Schwann, interpunham-se entre

os terminais e o sarcolema sub-sinaptico (FIGURA 40B).

16.5) Animais injetados com 10 pg da fragcdo PLA; (3 horas):

Sob a acdo da fragdo PLA,, as alteragSes musculares foram mais suaves do que
as observadas com o veneno bruto. A maior parte das células apresentava aspecto
integro (FIGURA 41A). A agfio miotoxica da PLA;  caracterizava-se pela
desg)rganizagﬁo das miofibrilas e perda da arquitetura do sarcomero em células
esparsas, porem com menor severidade do que apresentada sob a agdo do veneno
bruto. De maneira geral, ndo houve ruptura do sarcolema, nem perda de porgdes da
célula muscular. Por outro lado, foram observadas fibras com mitocondrias
entumescidas ou com ruptura de cristas. O nacleo da célula muscular apresentava-se
com a superficie bastante corrugada a par com dilatagdo da cisterna perinuclear do
reticulo sarcoplasmatico (FIGURA 41B e 42A). Além disso, as dimensfes e a
organizacdo espacial dos sarcOmeros podiam apresentar-se anormais indicando
contratura muscular leve (FIGURA 42A) ou severa, claramente indicando mionecrose
(FIGURA 42B).

As jungbes neuromusculares no misculo “pectoralis” de pintainho injetado
com a fragio PLA; na dose de 10 pg, e sacrificado apos 3 horas, mostravam-se com
ultraestrutura quase normal. Ndo havia alteragiio aparente no nimero, na localizagio e
morfologia das vesiculas sinépticas na maioria dos terminais. As alteracdes observadas

referiam-se principalmente as mitocOndrias que, podiam estar inchadas e com as cristas




FIGURA 39) MUSCULQ PECTORALIS DE PINTAINHO INJETADO COM 80 g
DO VENENO TOTAL: 3 horas. A e B - duas micrografias eletronicas mostrando
alteragdes das fibras nervosas intramusculares. (v) vactiolos intra-axonais; (m) mielina
totalmente alterada. (seta) corpos vesiculosos e membranosos intra-axonais; (e)
endoneuro; (p) perineuro semi-dissolvido. A - X35948; B - X15984,
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FIGURA 40) MUSCULO PECTORALIS DE PINTAINHO INJETADO COM 80 pg
DO VENENO TOTAL: 3 horas. A - jungiio neuromuscular desnervada. (S) célula de
Schwann ocupando o espago pré-sinaptico. (setas) membrana pos-sinaptica dissolvida;
(m) mitocondrias entumescidas. B - terminal nervoso necrdtico ocupado por
mitocdndrias (m) e vesiculas anormais. (cabega de seta) interrup¢iio da membrana pds-
sinaptica. Corpos de origem desconhecida interpostos na fenda sinaptica. (S) célula de
Schwann. A - X48246; B - X48246.
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FIGURA 41) MUSCULO PlCTORALLS DE PINTAINHO INJETADO COM 10 ug
DA hFRACﬁ\G PLA, 3 horas. A - fibra muscular com aspecto normal quanto a
organizagdo do sarcomero € caracteriscicas do nticleo. As unicas alteragies visivels
foram os vactolos (V) dispersos em algumas fibras. B - Aspecto de 3 fibras
musculares, sendo que uma delas (M) mostra sarcomero irregulares com perda do
bandeamento caracteristico € com as linhas Z mal definidas. (N) nucleo identado €
cisterna perinuclear alargada. A - X5280; B - X20572.




91




FIGURA 42) MUSCULO PECTORALIS DE PINTAINHO INJETADO COM 10 pg
DA FRACAO PLA,: 3 horas. A - aspecto de uma fibra muscular onde os sarcomeros
apresentam alteragio de tamanho e forma, vacuolos dispersos ao longo da fibra e os
nucleos apresentam-se com superficie corrugada e com aumento da sisterna
perinuclear. B - estagio mais avangado de mionecrose na extremidade de uma fibra
muscular, enquanto o restante dela apresenta estrutura normal, assim como as fibras
vizinhas. A - X15120; B - X15120.
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rompidas, a presenga de pequenos vactolos ou fragmentagio do terminal, cujos
fragmentos se localizavam ao longoe da fenda sinaptica. Quanto a célula de Schwann,

sua aparéncia era normal ( FIGURA 43A e B).

16.6) Animais injetados com 10 ng da fragcio PLA; (24 horas):
As alteragdes sob a acgfio de 10 pug de PLA; ap6s 24 horas foram semelhantes

aquelas observadas apos 3 horas (ndo documentada).

16.7} Animais injetados com 40 \\g da fra¢do PLA; (3 horas):

Nio houve alteragdes expressivas envolvendo as fibras musculares sob esta
dose (FIGURAS 44A ¢ B). Entretanto, a agfo foi mais expressiva ao nivel dos axdnios
mielinicos intra musculares. Essas alteragdes caracterizavam-se por afetar a bainha de
mielina e o proprio axolema (FIGURAS 45 A, B e C).

Alteragdes vasculares foram também importantes na dose de 40 pg. Apos 3
hOFt-IS do envenenamento, caracterizavam-se por hemorragia, vasos capilares com
fibrina no interior, hemacias hemolisadas e com substdncia floculenta ou vasos
tromboticos. As células endotehais apresentavam diferentes graus de alteragdes. Nos
locais onde essas alteragdes eram observadas, as fibras musculares apresentavam-se

mais afetadas (FIGURAS 46A e B).

16.8) Animais injetados com 40 ng da fracdo PLA; (24 horas):

O efeito da PLA, parece ser tempo-dependente. Alguns focos de mionecrose
foram observados onde as células afetadas mostravam desorganizacio dos
miofilamentos, vaciolos provavelmente resultantes da dilatacio do RS e mitocondrias
degeneradas (FIGURAS 47 A e B).

As alteragdes vasculares observadas 24 horas apos o envenenamenio com
PLA;, caracterizavam-se por injuria dos vasos, principalmente da microcirculagio que
apresentavam ruptura endotelial e consequente saida de hemacias que caracterizava a

hemorragia. Havia também grandes depositos de fibrina intra e extravasculares.




FIGURA 43) MUSCULO PECTORALIS DE PINTAINHO INJETADO COM 10 ug
DA FRACAO PLA,: 3 horas. A - micrografia eletrénica de jun¢io neuromuscular
mostrando as vesiculas sinapticas voltadas para a fenda, e as mitocondrias na face
voltada para a célula de Schwann. Junto a fenda sinaptica, o terminal apresenta-se
fragmentado. B - duas jungSes neuromusculares mostrando alteragio mitocondrial e
rarefagdio do axoplasma. A - X33110; B - X21600,

0080000000000 0008000060000000080000000000000000¢0°
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FIGURA 44) MUSCULO PECTORALIS INJETADO COM 40 pg DA FRACAO
PLA, 3 horas. A - micrografia eletrénica mostrando aspecto geral das fibras
musculares cortadas transversalmente. Observar que o aspecto é normal e ndo difere
do observado com 10 pg. B - Detathe de 2 células musculares apresentando vactiolos
(V) e nucleo (N) com cisterna bastante dilatada (seta). A - X20279; B - X20561.

000000008800 00000000006003000000008000000000008¢
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FIGURA 45) MUSCULO PECTORALIS DE PINTAINHO INJETADO COM 40 pg
DA FRACAO PLA;: 3 horas. Micrografias eletrénicas mostrando alguns aspectos das
alteragdes dos axonios mielinicos intramusculares. A - ax6nio com bainha de mielina
reduzida (cabega de seta), retragio interna do axoplasma (asterisco) com formagio de
vacuolos periaxonais e intramielinicos. Reticulo endoplasmatico rugoso (R) da célula
de Schwann desenvolvido, (p) perineuro; (h) hemacias extravasculares. B - Alteragtes
de fibras nervosas semelhantes as apontadas em A; C - Axdnio mielinico contendo
uma populagio de pequenos vactolos formados pelo enrolamento da bainha de mielina
degenerada e retragio do axoplasma. A - X7560; B - X7560; C - X23310.
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FIGURA 46) MUSCULO prcy
DA FRACAO PLA,;
- ruptura do endotélio ¢
(F). B - observar hemaci

HO INJETADO COM 40
otoxica da fragio PLA,; A
e seta); deposito de fibring
; B -X20272.

. Dois aspectos da acdo vas
om eliminagio de fibrina (cabeca d
as (H) extravasculares A - X14256
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FIGURA 47) MUSCULO PECTORALIS INJETADO COM 40 pg DA FRACAO
PLA;: 24 horas. A e B - Dois aspectos de alteragSes mionecrdticas com formagio de
initmeros vacuolos e vesiculas entre as miofibrilas (V). Mitocéndrias (m) degeneradas
e desorganizagio dos miofilamentos (MF). No canto superior esquerdo, célula
muscular em corte transversal com necrose severa. A - X13392; B - X13824.
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Resumindo, as altera¢bes morfologicas induzidas pela fracio PLA; sio menos
intensas do que aquelas causadas pelo veneno total. Além disso, elas sfio
qualitativamente um pouco diferentes. Afetam principalmente a fibra por induzir a
vacuolizagio celular, provavelmente em decorréncia de disturbios que afetam
primordialmente o reticulo sarcoplasmatico e secundariamente os tibulos T. Em menor
grau, afetam a organizagfio miofibrilar a qual se manifesta por desorganizagio dos
sarcomeros. Esta por sua vez, ¢ bastante afetada pelo veneno bruto, que parece ter
a¢do menor sobre o reticulo sarcoplasmatico, evidenciavel pela menor vacuolizagio
das fibras musculares. Por outro lado, as secgdes do tecido muscular mostram maior

efeito hemorragico causado pela fragio PLA; que pelo veneno bruto.
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Para o estudo dos efeitos induzidos pela fracio PLA, do veneno de B
insularis sobre a jungiio neuromuscular de pintainhos e camundongos, utilizamos 2
fosfolipases: uma isolada em pH neutro e outra isolada em pH acido. As diferengas
observadas foram por nos atrbuidas ao pH da solugio utilizada durante o
fracionamento. Assim, verificamos que a fragio PLA; isolada em pH neutro era capaz
de reproduzir todos os efeitos do veneno total (bloqueio, facilitagio e despolarizagio)
enquanto que aquela isolada em pH acido havia perdido a capacidade de induzir
bloqueio das contragbes musculares e mantido o efeito facilitador e despolarizante.
Para explicar estes resultados formulamos duas hipoteses: 1) a possibilidade de que o
efeito facilitador seja causado por uma (ou mais) PLA, resistente(s) ao pH acido e o
efeito bloqueador por uma (ou mais) PLA, sensivel(eis) a este tratamento, sendo a
fragfio uma mistura de varias PLAys; ou 2) atribuir os efeitos observados a somente
uma PLA; que teria sido desnaturada parcialmente pelo tratamento fazendo com que o
éfeito blogqueador desaparecesse, permanecendo o facilitador e despolarizante,

| Outras neurotoxinas e miotoxinas foram isoladas em pH acido, como por
exemplo as miotoxinas da B. asper, da Agkistrodon sp e Trimeresurus flavoviridis
que foram isoladas em pH 5,5 e mantiveram a sua atividade mionecrética inalterada
(MEBS & SAMEIJIMA, 1986). PLAss dos venenos de Naja naja haje, Naja
nigricollis ¢ Naja nivea também foram isoladas em pH acido (5,6) e ndo sofreram
modificagio em sua atividade (MEBS, 1986). A PLA, do veneno de B. neuwiedi foi
purificada em pH 3,0 e sua atividade foi maior do que a do veneno total (VIDAL et al,
1966). Estes autores admitem que no veneno total existam inibidores da PLA,; os quais
podem ser separados durante © processo de fracionamento. Quando sdo
posteriormente adicionados 4 PLA,, esta perde muito a sua atividade.

Qutros autores porém, verificaram que o pH exerce influéncia na atividade
farmacologica de certas PLA,s. Citamos como exemplo duas PLA,s isoladas do
veneno da Naja nigricollis (uma 4cida e uma basica), oﬁde ambas foram testadas na

sua capacidade de hidrolisar fosfolipidios de membrana em diferentes pH (DUPONT,
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1977). O autor concluiu que elas exibem uma otima atividade em pH 8,5 e baixa
atividade em pH 7,0.

BHAT & GOWDA (1989) verificaram que a PLA, NN-XIII da Naja naja
naja possui sua atividade 0tima & temperatura entre 37 a 45°C e em um pH entre 7,0 a
7.5. Esta PLA, tem atividades neurotoxica e miotoxica.

As PLA,s 1 (100 pg/ml), TII (30 pg/ml) e IV (50pg/ml) da serpente Laticauda
semifasciata, quando testadas em prepara¢des biventer cervicis de pintainho em
condi¢Bes normais, promovem blogqueio total da amplitude de contragiio muscular aos
40+7, 6515 e 5425 minutos, respectivamente. O aumento do Ca®" (para SmM) e do
pH (para 8,2) diminui o tempo de bloqueio da PLA, I para 33+7 minutos, mas nio
altera o tempo de bloqueio para as PLA,s Il e 1V (HARVEY & TAMIYA, 1980).

Portanto, esses resultados nos mostram que as PLA; em geral, podem ou no
ter suas atividades, tanto enzimatica como farmacologica, influénciadas pelo pH como
no caso da fracfo PLLA; da B. insularis.

| A frago isolada por nos possui atividade PLA,, sendo desprovida de
atividades esterasica e coagulante. Além disso, o fato dos seus efeitos serem inibidos
pelo Sr2* e abolidos pela baixa temperatura, sugere a participagio da atividade
enzimatica da PLA; nos efeitos observados sobre a jungfio neuromuscular e masculo.

O Sr%* substitui 0 Ca?" no metabolismo iénico do nervo e misculo, mas é um
pobre ativador da aglio catalitica da PLA; (HO et al., 1986a). Assim, esses autores
verificaram que os efeitos promovido pela Caudotoxina (PLA, da Bifis caudalis) sio
significantemente inibidos na presenca de Sr?*. O tempo de bloqueio é prolongado
cerca de 2 vezes em preparagbes biventer cervicis de pintainho e 3 vezes na
preparagao nervo frénico-diafragma isolado de camundongo.

SIMPSON et al. (1993), estudando o antagonismo pelo Sr2* da atividade
bloqueadora da Notexina, da CTx, da B-BTx, da Taipotoxina e da Textilotoxina em
preparagdo nervo frénico-diafragma isolado de camundongo verificaram um retardo no
inicio do bloqueio neuromuscular. Este retardo verificado tanto para a CTx como para

a B-Btx, também foi observado com a fragio PLA, de B. insularis.
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A atividade bloqueadora muscular (presente na fragio obtida em pH 8,0) e
avaliada através do bloqueio dose-tempo-dependente reflete um efeito misto: nela se
somam a acdo pré-sindptica e a agdo direta em musculo evidénciada através de
contratura e focos de mionecrose. Esta fragio induziu bloqueio nas preparagdes de
aves e aumento da amplitude muscular antecedendo o bloqueio parcial nas preparacdes
de mamiferos mostrando que neste pH, tanto a atividade enzimatica, como a atividade
farmacolégica, mantiveram-se estaveis, razio pela qual foi a escolhida para o presente
estudo.

Como observado com o veneno total (COGO et al., 1993), as aves foram mais
sensiveis a agdo da fragdo PLA; do que os mamiferos.

A facilitagio das contragdes induzida pelas baixas doses de PLA,, bem como o
aumento na frequéncia dos p.m.p.t., sdo altamente sugestivos de que esta fragdo € a
principal responsavel pela agdo pré-sinaptica descrita anteriormente para o veneno
total (COGO et al., 1993).

| Neurotoxinas de agio pré-sinaptica com a capacidade de facilitar a
neurotransmissdo sdo comuns nos venenos das serpentes das Familias Elapidae e
Crotalidae. Entre as Bothrops entretanto, somente a B. insularis e sua fragiio PLA,
sao capazes de produzir este efeito. Para explica-lo sugerimos que:

1) a frago PLA; poderia estar atuando em canais lentos de K inibindo-0s. O
bloqueio dos canais lentos de K' por sua vez, promoveria um influxo de Ca?’ para o
interior do terminal nervoso através de uma ativagio prolongada desses canais. Essa
idéia ¢ reforgada pelo fato de experimentos realizados com essa fragdo, utilizando-se a
técnica de "Patch Clamp” em musculo extensor longo dos dedos, terem mostrado que
apos adicdo da fragio PLA,, ocorre uma diminuigio do tempo de abertura médio dos
canais de K" modificando a sua cinética (dados ndo apresentados). Explica também a
dilatagdo das cisternas terminais do reticulo sarcoplasmatico, afetando
secundariamente os tubulos T, observada através da microscopia eletronica, como

resultante desse distiirbio iénico,
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2) poderia estar atuando diretamente em canais de Ca?' no terminal nervoso

ou,

3) devido a sua capacidade de lise das membranas, atuar diretamente nas

organelas armazenadoras de Ca?' no interior da célula muscular (mitocondrias e/ou
reticulo sarcoplasmatico), ou

4) poderia estar atuando através da agfo sinérgica dos trés mecanismos acima.

Quanto ao fato de ndo haver diferenga no tempo de bloqueio observado nas
preparagbes de mamifero sob a estimulagfio direta e indireta, outros autores como
GEH et al (1992) também observaram este tipo de resposta. Esses autores estudando
quatro PLA;s do veneno de Pseudechis australis, verificaram que em todas nio
existe muita diferenca no tempo de bloqueio 4 estimulagdo direta e indireta. Foi
observado aumento inicial da amplitude de contragdo muscular de 10 a 20% nos 10 a
15 minutos iniciais, o qual evoluiu para bloqueio das respostas musculares logo em
seguida. Além disso, o estudo morfoloégico mostrou fibras hipercontraidas e
roﬁpidas. Concluiram que estas PLA,s agem predominantemente na fibra muscular.
Estes resultados assemelham-se aos obtidos por nds, com excegio das alteragSes
musculares que sd0 pouco expressivas.

Neste trabalho, uma prevaléncia da a¢o pré-sinaptica no desenvolvimento do
bloqueio ¢ reforgado pelo fato de musculo biventer cervicis de pintainho continuar
sensivel 4 adi¢io de acetilcolina apds o bloqueio das contragBes musculares em
resposta a estimulagio elétrica.

As alteragdes mionecroticas desencadeadas pela fragio PLA, nos musculos de
ave incubados sio aparentemente mais intensas do que as causadas pelo veneno bruto
(COGO et al, 1993), embora sejam também dose-tempo-dependentes. Entretanto,
essa afirmagdo necessita de posterior comprovacio através de um estudo sistematico
quantitativo que permita uma avaliagio em profundidade da mionecrose e de estudo
com cortes seriados e semi-seriados que possibitem a conﬁrmagﬁo desta hipdtese.

Tal fato ndo ocorre quando a fragio PLA, é injetada em musculo de ave, ("in

vivo") onde as alteragGes morfologicas induzidas sfio de menor intensidade do que as
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verificadas com o veneno total. Os estudos em microscopia eletrénica comprovam
esta diferenga. Aparentemente, a fragdo PLA, presente no veneno de B. insularis, nas
doses utilizadas ndo lesou de modo marcante a fibra muscular, fato também
comprovado por SELISTRE et al., (1990) que observaram alteragBes morfologicas
somente quando doses de 100 pg foram utilizadas.

Por outro lado, quando comparados os efeitos do veneno bruto e da fragio
PLA; sobre a jungio neuromuscular, estes s30 muito mais exuberantes sob a agiio do
veneno bruto. Estas alteragbes desorganizavam em diferentes graus o terminal
nervoso, incluindo a total desnervagio. Os efeitos causados pela PLA, (10ug - 3
horas) foram bem mais brandas.

A liberagdo de CQ, bem como a mionecrose dos musculos incubados, foram
abolidas quando o musculo foi tratado com a mistura contendo a fragio PLA; + soro
anti-botropico, resultados que falam a favor da capacidade neutralizante do soro sobre
4 fragio PLA;, que se comportaria como um dos principais fatores antigénicos
présente no veneno,

MELO & SUAREZ KURTZ (1985; 1987a,b), usando miisculo extensor longo
dos dedos de ratos, verificaram que a prévia incubagio do veneno de B. jararacussu
ou B. jararaca com o soro anti-botropico polivalente, foi capaz de inibir totalmente a
liberagio de CQ "in vitro" nesses musculos ao final de 160 minutos. Resultados
semelhante foram observados quando usaram o soro de gamba (Didelphis marsupialis
aurita e Philander opossum) (MELO & SUAREZ KURTZ, 1987a,b; 1988).
FERREIRA et al, 1992 também verificaram que o soro antagoniza o efeito
mionecrético e consequentemente a liberagdo de CQ induzida por vérios venenos
bothropicos injetados em camundongos.

O soro comercial também antagonizou a atividade miotoxica das PLAs
isoladas dos venenos de Naja naja haje, Naja nigricollis ¢ Naja nivea, indicando
significante protegdo dos efeitos mionecréticos (MEBS, 1986)_

Em nossos experimentos, o soro anti-botrépico impediu em aproximadamente

70% a liberagéio de CQ em musculos incubados, e em 60%, o bloqueio neuromuscular
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promovido pela fragdo PLLA;. O antagonismo parcial determinado pelo soro anti-
botropico poderia ser explicado pela nfio utilizagio do veneno de B. insularis na
produgio do mesmo.

Assim, o bloqueio neuromuscular residual (na ordem de 40%
aproximadamente) e a persistente liberagdio de CQ (na ordem de 30%
aproximadamente) poderia provavelmente ser determinado por fatores especificos
desenvolvidos pela B. insularis, em virtude de seu isolamento geografico e
necessidade de adaptacio.

Além das lesGes musculares, foram avaliadas também as alteragBes
ultraestruturais determinadas pelo veneno e pela fragio PLA; no terminal nervoso,
nervos, musculos e microcirculagio sanguinea.

O estudo ultraestrutural da jungfio neuromuscular em musculo da ave, mostrou
que esta estrutura € pouco desenvolvida quando comparada com a de mamifero.
Entretanto, HIRANQO (1967) refere que essas estruturas estudadas em embrides de 20
diés "in ovo” sfo similares aquelas encontradas em aves adultas, resultados estes
concordantes com estudos histoquimicos de detecgiio de colinesterases em termos de
desenvolvimento cronoldgico da morfologia da jungfio neuromuscular (KIKUSHI &
ASHMORE, 1976). Isso pode significar que as estruturas por nds observadas nos
pintainhos estavam plenamente desenvolvidas como na ave adulta.

A auséncia de dobras na membrana pds-juncional, pode ser explicada pelo fato
de que existem em musculo de aves, receptores colinérgicos extrajuncionais, ao longo
de toda fibra muscular, fato que confere a estes musculos |, a sensibilidade suficiente
para exercer a sua fungio. GOLDER et al (1977) constataram atividade
acetilcolinesterasica em vérios locais do musculo pecroralis, incluindo o envelope
nuclear, reticulo sarcoplasmatico, membrana plasméatica e mesmo em sitios
extracelulares.

O espessamento do sarcolema junto ao terminal nervoso foi o sinal mais
evidente na intimidade entre o botdo sinaptico e a célula muscular. Esse espessamento

também foi observado por HIRANO et al (1967) e KIKUGHI & ASHMORE (1976).
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As alteragBes ultraestruturais de vasos foram traduzidas pela formacio de
trombos e degeneragio das células endoteliais, ocasionando extravasamento de
hemacias e outros elementos figurados do sangue, além de presenga de depositos de
fibrina na luz e acolados ao revestimento endotelial.

De acordo com OWNBY et al (1983), a hemorragia pode ocorrer através de
dois processos: 1) pela passagem da hemacia entre a jungio das células endoteliais,
classificadas como hemorragia "per diapedesis" ou 2) pela degeneracdo da membrana
da célula endotelial e consequente extravasamento de hemacias através do endotélio
degenerado, classificada como hemorragia "per rhexis". Os resultados obtidos sugerem
fortemente que a hemorragia causada pelo veneno de B. insularis ou pela fragio PLA,
¢ principalmente "per rhexis", ou seja, devido 4 degeneracio da membrana da céhula
endotelial.

O desarranjo da bainha de mielina, juntamente com as alteragbes no terminal
nervoso, apontam para um fator neurotoxico de agdo pré-juncional presente neste
vénéno. O fato de 1 pg de veneno determinar blogueio das contragSes musculares em
apenas 70 minutos, sem correspondente liberagio de CQ (COGO et al., 1993; CRUZ-
HOFLING et al., 1990a, 1993), corrobora a idéia de que o bloqueio ndo é diretamente
dependente das alteragdes morfologicas induzidas pelo veneno total.

As alteragdes estruturais induzidas pelo veneno de B. insularis exibem
aspectos que lembram as alteragBes estruturais causadas pelo veneno de B,
Jararacussu  (SANTO-NETO, 1987). Assim, ambos os venenos determinam
desorganizagdo das miofibrilas, entumescimento das mitocdndrias, do sistema reticulo
sarcoplasmatico e o aparecimento de regides de hipercontrago. Entretanto, o veneno
de B. insularis determina hemorragia e lesdes a nivel de vasos e terminal nervoso,
estruturas estas que se mostraram resistentes a a¢io do veneno de B. jararacussu.

Ja as alteragdes ultraestruturais induzidas "in vivo" pela fragio PLA,, nfo
foram tdo intensas quanto as do veneno total de B. imsularis. O reticulo
sarcoplasmatico mostrou-se dilatado, o que significa que a fragio PLA; afeta as

membranas internas. GUTIERREZ et al, (1987) verificaram que a fracio PLA,
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miotoxica da B. asper, afeta também a membrana do reticulo sarcoplasmatico assim
como a das mitocOndrias. Ndo se sabe se a miotoxina da B. asper atua no RS
diretamente ou se este efeito ¢ resultante de uma a¢o secundaria (GUTIERREZ, et
al., 1987). Estes autores estudanto a atividade Ca?*ATPasica do RS, verificaram
decréscimo de 50% na sua atividade. Concluiram que a miotoxina atua nio s6
funcionalmente (inibindo a ATPase) mas também na integridade do RS. BRENES et
al, 1987 verificaram que o sitio de ligagio da miotoxina isolada da B. asper ¢ o
sarcolema. A observagio a nivel ultraestrutural mostrou densos depositos na
membrana celular, nfo havendo entretanto ligagdo com organelas intracelulares.
Desde que o RS e as mitocindrias sfo organelas estocadoras de Ca?' e este ion
desempenha importante papel na homeostasia celular, a sua degeneragfio, certamente
contribui para os danos celulares observados. Entretanto, na  observacio
ultraestrutural realizada por nés com a fragio PLA; do veneno de B. insularis, nio
verificamos rompimento da membrana do RS. Nossos resultados sugerem que a
atfvédade da fragio PLA, em mobilizar o [Ca®'}; seja a responsavel pela hipertrofia do
reticulo sarcoplasmatico e pela presenca de mitocondrias lesadas no interior do
terminal nervoso motor.

A exemplo do que ocorreu com o veneno total de B. jararacussu, muitos dos
efeitos induzidos pela PLA; do veneno de B. insularis sio também semelhantes aos
causados pela miotoxina do veneno de B. asper (ARROYO & GUTIERREZ, 1981),
com a diferenca de que este iltimo ndio afeta nervos e vasos (GUTIERREZ et al,
1984b). As alteragBes observadas em nervos sdo comparaveis aquelas induzidas pela
CTx nos musculos soleo e diafragma (GOPALAKRISNAKONE & HAWGOOD,
1984). Constituem em rompimento das cristas mitocondriais e retragio do axoplasma
da mielina.

Nossos resultados sugerem a inclusio da fragio com atividade PLA, isolada
do veneno de B. insularis no grupo 2, juntamente com outras neurotoxinas pré-
sinapticas. De forma semelhante & CTx, ja em pequenas doses, esta fragio promove

aumento dos p.m.p.t., aumento inicial da amplitude das contracdes musculares e em
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doses maiores e mais tardiamente a necrose da fibra muscular. E possivel que estes
efeitos estejam ligados & presenga de mais de uma fosfolipase (ou mais de uma
isoforma).

Para terminar, a correlagio entre o efeito pré-siniptico e a agdo enzimatica,
que demonstramos tanto para o veneno total como para a fragiio PLA,, jamais foi
descrita para pegonhas de serpentes do género Bothrops. A possibilidade de que
outros venenos botropicos também possuam estes componentes justifica a

continuidade destes estudos.
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Two fractions with phospholipase A, (PLA,) activity were isolated from the
venom of Bothrops insularis by gel filtration on Sephadex G-75 equilibrated with 50
mM ammonium formate buffer, pH 3.5 (acidic fraction) and on Sephadex G-150
equilibrated with 0.} M phosphate buffered saline (PBS), pH 7.2 (neutral fraction).
The latter fraction was further purified by ion exchange chromatography on a DEAE-
Sephadex column equilibrated with 0.1 M ammonium bicarbonate buffer, pH 8.0.

The PLA, fraction obtained by gel filtration at pH 3.5 had a low
pharmacological potency while that isolated at neutral pH was able to reproduce all the
pharmacological responses caused by the whole venom. These effects were entirely
attributable to the PLA;, action of the fractions and not to the presence of any
coagulant, esterolytic or caseinolytic activity.

Based on electrophysiological and myographic studies, together with the
measurement of serum creatine kinase (CK) levels and the histological examination of
muscles incubated with whole venom and the isolated PLA,, the following conclusions
can be drawn:

1. The PLA, fraction obtained at neutral pH induced neuromuscular
facilitation, including an increase in the amplitude of muscle contraction and in the
frequency of miniature end plate potentials, followed by a dose-dependent and
irreversible blockade of the contractions. In contrast, the PLA, fraction obtained at
acidic pH caused facilitation of neurotransmission but no neuromuscular blockade.

2. The ability of a low incubation temperature and the substitution of Ca®" by
Sr*' in the physiological solution to inhibit the neuromuscular blocking effects of the
PLA; fraction suggests a hitherto undescribed correlation between the enzymatic and

pharmacological activities of this and other Bothrops venom.
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3. The PLA, fraction was able to release CK from chick hiventer cervicis
muscles in agreement with the muscle damage observed by the both light and electron
microscopy.

4. Commercial anti-bothropic antiserum only partially neutralized the release
of CK and the neuromuscular blockade. Such partial neutralization suggests the
presence of specific components not present in the venoms of the Bothrops species
normally used for immunization protocols. This difference also emphasizes the high
degree of specialization and speciation attained by B. insularis compared to other
Bothrops species.

5. The ultrastructural changes caused by the whole venom involved the
neuromuscular junction, the myelinated axons and the muscle fibers. In addition, there
were vascular and vasculotoxic alterations which subsequently lead to hemorrhage.

6. The ultrastructural changes caused by the PLA, fraction were less marked
than those induced by the whole venom but still involved the presynaptic region and
muscle. In the latter, the most important alterations occurred in the sarcoplasmic
reticulum (probably via ionic disturbances), the T tubules (to a lesser extent), and the
myofibrillar organization. The number of necrosed muscle cells was less than that

observed with whole venom. On the other, the degree of hemorrhage appeared to be

greater.
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