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RESUMO

Esta tese descreve a atividade contratil em musculo lso vascular de
coelho do veneno da aranha armadeira Phoneutria nigriventer. O
endotélio dos vasos foi retirado mecanicamente e os mesmos foram
montados em um sistema de cascata. superfundidos com solugéo de Krebs
aquecida (37 °C) e oxigenada (95% O, + 5% CO;,). O Phoneutria
nigriventer (0.3 - 30 pg) produziu contracdes dependentes da dose em
arterias (pulmonar, mesentérica e celiaca) e veias (jugular, mesentérica e
cava). A atividade contratil do veneno em tecidos venosos e na artéria
pulmonar néo fot alterada quando o mesmo foi submetido a didlise (20-72h)
ou quando os tecidos foram perfundidos com metisergida, indicando que tal
atividade nao depende da serotonina contida no veneno. A atividade
contratil nas artérias mesentérica e celiaca foi abolida com a didlise do
veéneno ou com o uso da metisergida, indicando a serotonina como principal
agente espasmogénico nestes tecidos. A tetrodotoxina e a fenoxibenzamina
nao afetaram significativamente a contracic induzida pelo Phoneutria
nigriventer, sugerindo que o efetto contratil independe da ativacdo de
canais de s6dio e da liberacdo de catecolaminas das terminag¢oes nervosas
da parede do vaso. A atividade contratii do Phoneutria nigriventer
apresentou uma redugdo significativa quando incubado com tripsina,
indicando que o veneno contém polipeptideos responséaveis pela atividade
espasmogénica. Apés o fracionamento parcial do veneno através de filtracdo
em gel de Sephadex G-10 e cromatografia de troca i6nica, obtivemos 8
fragbes as quais revelaram atividade contratil em tecido liso vascular. A
eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida-tricina mostrou que o mmassa
molecular destas fragoes esta situado entre 8-50 kDa.
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INTRODUCAO

A Phoneutria nigriventer ¢ conhecida popularmente pelo nome de
arartha armadeira porque, quando exposta em situagdes de perigo, arma o
bote apoiando-se nas patas traseiras e erguendo as dianteiras, procurando
picar a vitima (Bucherl, 1971; Lucas, 1988). Aranhas do género Phoneutria
habitam folhagens como palmeiras e bananeiras, dai serem também
conhecidas como aranha das bananas. As aranhas do género Phoneutria
séo solitarias, errantes, crepusculares e noturnas (Bucherl, 197 1).

Estes aracnideos pertencem 2 ordem Araneida, sub-ordem
Labidognatha, familia Ctenidae, sub-familia Phoneutriinae, géneio
.Phoneutria (Perty, 1833); no passado foram inicialmente classificadas no
género Ctenus (Walckenaer, 1837); (von Eickstedt, 1969, 1978/79; von
Eickstedt & Bucher!l, 1969). Em 1936, Mello-Leitio revisou os ctenideos
brasileiros e revalidou o género Phoneutria, distinguindo-o de Ctenus pela
presenga de uma escépula na face interna dos articulos do palpo.
Apresentam como caracteristicas morfologicas a disposicdo dos seus oito
olhos em trés fileiras, visualizados no plano frontal sobre o cefalotorax,
sendo dois na primeira, préximo as queliceras, quatro na segunda e dois na
terceira fileira. Esses olhos garantem a visido de tudo o que se passa ao
redor da aranha (Bucherl et. al., 19869: Bucherl, 1871; Lucas, 1969:;
Schiapeli & Pikelin, 1966).

As aranhas do género Phoneutria distribuem-se essencialmente na
América do Sul, havendo relatos de casos esporadicos de acidentes por estes

aracnideos na América Central (Costa Rica), provavelmente por migracdo da
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espécie colombiana (Trejds et al., 1971). No Brasil, o género Phoneutria
esta distribuido em diversas regides (Lucas, 1988}

1- Phoneutria fera (Perty, 1833)- Amazonas:

2- Phoneutria nigriventer (Keiserling, 1891)- Goids, Minas Gerais,
Mato Grosso do Sul, Sdo Paule, Rio de Janeiro, Parana, Santa Catarina e
Rio Grande do Sul;

3- Phoneutria reidy (Pickard-Cambridge, 1887)- Amazonas, Pari e
Roraima;

4- Phoneutria keiserling (Pickard-Cambridge, 1897)- Minas Gerais,
Rio de Janeiro, Espirito Santo, Sdo Paulo, Paran4, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul.

Na regido Centro-Sul encontram-se principalmente as espécies
Phoneutria nigriventer (predominante no interior) e Phoneutria

keyserling (predominante no litoral), (Lucas, 1988).

Sintomatologia do envenenamento causado por Phoneutria
nigriventer

A P. nigriventer é responsavel por 71% dos acidentes de araneismo
no Brasil (Ministério da Saude, 1989), que ocorrem principalmente nas
regides centro-oeste e sul do Brasil (Lucas, 1988).

Nos acidentes humanos provocados pela picada de P. nigriventer sio
relatados, mna maioria dz;ls vezes, apenas sinals e sintomas locais,
acompanhados de alteracdes sistémicas como dor, que é o sintoma mais
freqiente e geralmente surge logo apés a picada, (Vital Brazil & Vellard,
1926 a, b; Diniz, 1963). A dor provocada pelo venene ¢ intensa e irradia-se
para o segmento proximal a picada, sendo acompanhada por fasciculacées

musculares locais, caimbras, hiperestesia, paralisia espastica, convulsdes
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tonicas, sialorréia, hipersecrecao nasal e brénquica, sudorese fria,
taquicardia, arritmias cardfacas, hipertensao e/ou hipotensio arterial,
hipotermia, vomitos, perturbacoes da acuidade visual, lacrimejamento,
priapismo e, mais raramente, diarréia, retencdo urindria e constipacio
intestinal nos dias subseqiientes A picada (Vital-Brazil & Vellard, 1926 b;
Schenberg & Pereira-Lima, 1962, 1971, 1978; Lucas, 1988). Em 1925,
Vital-Brazil & Vellard observaram hemorragia alveolar, ocular (coelhos) e
hepatica (ratos). A pegonha de P. nigriventer difere de outras peconhas de
aranhas, como por exemplo a do género Loxosceles, (Heinecken and Lowe,
1835, apud Lucas, 1988; Schenone & Letonja, 1975: Cardoso et al., 1990)
por nao produzir edema local, necrose, coagulagéo sanguinea ou hemdlise,
difere também dos venenos de escorpidoes por nio provocar convulsio em
camundongos (Vital-Brazil & Vellard, 1925). As principais complicacoes do
envenenamente humano sio caracterizadas por choque neurogénico,
priapismo, edema pulmonar, parada cardiorespiratéria e, eventualmente,
morte que acomete frequentemente criangas abaixo de 10 anos (Schenberg

& Pereira Lima, 1962, 1971, 1978; Bucaretchi et al., 1987).

Efeitos farmacolégicos causados pelo veneno de P. nigriventer

Em muisculos esqueléticos de ratos, Barrio (1955) relatou o
aparecimento de fibrilagdes e espasmos musculares, Paralisia ¢ asfixia.
Estes efeitos foram atribuidos a presenca de duas fragdes do veneno,
separadas, iscladas e caracterizadas por eletroforese em papel Whatman.
Posteriormente, foram isolados dois polipeptideos através de eletroforese
(Whatman) ¢ cromatografia em papel de filtro Whatman, que possufam a
capacidade de contrair fleo isolado de cobaio € ttero de rata {Diniz, 1963).

Em preparagoes neuromusculares de fémur de gafanhoto, o veneno de P.
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nigriventer provoca o aparecimento de potencial de agao repetitivo no nervo
crural e fasciculacées musculares sendo tais efeitos decorrentes da
presenca de um polipeptideo (5.5 a 5.9 kDa) que contém grande quantidade
de cisteina (Entwistle et al., 1982). A injecdo intraneural desse veneno em
ratos induz o aparecimento de potencial de agao repetitivo das fibras
nervosas causando subsequentemente o bloqueio de conducio das mesmas;
tais distarbios fisiopatolégicos sdo associados com edema transitério do
axoplasma nodal de Ranvier (Cruz-Héfling et al.,1986; Love & Cruz-Héfling
1986) e formagdo de vacliolos no espaco periaxonal das fibras nervosas
mielinizadas (Cruz-Hofling et al., 1985). Em preparacées neuromusculares
de nervo frénico-diafragma de rato, o veneno de P. nigriventer causa
despolarizacgdes néo uniformes das membranas musculares e aumento na
frequéncia dos potenciais de placa terminal em miniatura. Estes efeitos sio
abelidos na presenca de tetrodotoxina ou com reducio da concentragao do
sédio no meio nutritivo, indicando que o veneno de P. nigriventer ativa o
canal de sddio voltagem-.dependente da membrana de fibras nervosas e
musculares (Fontana & Vital Brazil, 1985; Vital Brazil, 1987). Em
auriculas isoladas de cobaia, o veneno induz efeitos inotrépicos e
cronotrépicos negativos, seguidos de aumento na frequéncia e tensio das
contragdes espontdneas. A tetrodotoxina abole o cronotropismo e
inotropismo sugerindo que tats efeitos sejam decorrentes da liberacao de
acetilcolina e noradrenalina das terminagbes nervosas autondmicas
consequentes da ativacao de canais de sodio nos terminais nervosos (Vital
Brasil et al, 1988). Este veneno contém ainda quatro polipeptideos
neurotéxicos sendo que a neurotoxina Txl (8 kDa), foi purificada e sua
estrutura priméria definida: esta neurotoxina apresenta concentragio de 14

meia-cistinas (Diniz et al.,, 1990). Recentemente, foram isoladas do Veneno



18

de P. nigriventer, através de filtragdo em gel e cromatografia de fase
reversa, 3 fragbes neurotéxicas, letais em camundongos, e diferentes entre
si com relagdo & massa molecular (6 a 9 kDa), composi¢ao e segiiéncia do

N-terminal (Rezende Jr. et al., 1891).

Toxinas como Instrumentos de Pesquisa

As toxinas tém sido instrumentos valiosos no esclarecimento de
fendmenos farmacolégicos e fisiopatolégicos. O conhectmento do modo e
mecanismo de acdo de toxinas de venenos animais ou de origem vegetal
evoluiu consideravelmente nas ltimas décadas. Isto é devido, de um lado. a
seu isolamento em estado de pureza e conhecimento de sua estrotura
quimica; de outro, ao emprego de métodos de investigacdo nédo disponiveis
ou pouco divulgados no passado.

Desde que os canais de sédio foram primeiramente descritos (Hodgkin
& Huxley, 1952), grande parte dos estudos sobre estas estruturas tem sido
facilitados pelo uso de neurotoxinas tais como tetrodotoxina (Narahashi, et.
al., 1966), saxitoxina (Narahashi, 1974), veratridina (Horackova & Vassaort,
1873), batracotoxina (Tokuyama, et. al.,, 1969), aconitina (Wiesner, et. al.,
1969) e toxinas a ¢ P de escorpides (Miranda, et. al., 1970) que se ligam
com alta afinidade e especificidade ao canal de sédio promovendo inibicéao
do transporte ionico, ativacdo persistente, inativagfo lenta ou ainda
potencializando sua ativagao (Catterall, 1986).

Em 1965, Ferreira denominou de fator potenciador da bradicinina
(BPF} um grupo de substancias de natureza peptidica presentes no veneno
da serpente Bothrops jararaca. O fator potenciador da bradicinina era
capaz de inibir a atividade da cininase plasmatica, potenciar a atividade

espasmogénica de musculo liso isolado, produzir aumento na vasodilatagao
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periférica e permeabilidade vascular. O fator potenciador da bradicinina era
ainda capaz de aumentar a meia vida da bradicinina ctreulante (Ferreira &
Vane, 1967). O conhecimento da estrutura desses peptideos, em particular
o sitio de agdo do BPF5, na enzima conversora de angiotensina (Cushman et
al., 1977}, culminou com o desenvolvimento de um novo grupo de anti-
hipertensivos, os inibidores da enzima conversora de angiotensina ou
cininase II.

Recentemente, toxinas de baixo peso molecular provenientes de
aranhas da familia Araneidae (sub-ordem Labidognatha) estio sendo
descritas como potentes antagonistas dos receptores L-glutaminérgicos. A
ativagdo desses receptores causam uma variedade de propriedades fisio-
farmacologicas  como bloqueio e paralisia neuromuscular, sendo
encontrados no sistema nervoso central, muisculos esqueléticos e viscerais
de muitos animais invertebrados (Jackson & Usherwood, 1988; Skinner
et.al., 1989).

O veneno das aranhas contém diversas classes de neurctoxinas
(Geren & Odell, 1984; Geren, 1986). Uma das poucas aranhas que causa
acidentes letais aos homens é a aranha australiana Atrax robustus
(Sutherland, 1978). Os sinais e sintomas desse. envenenamento em
humanos sio similares aqueles descritos para a P. nigriventer e mcluem
principalmente faléncia circulatéria e respiratéria, diarréia. vémitos,
fasciculacbes musculares generalizadas, edema pulmonar e dor. O
polipeptideo neurot6xico responsavel pelos efeitos letais ao homem ¢é a
robustoxina (4.8 kDa), a qual foi isolada e tem sequéncia conhecida de 42

residuos de aminoacidos (Sutherland, 1978).
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Os objetivos desta tese sio:

1- Caracterizar farmacologicamente a acdo do veneno de P.
nigriventer em miusculo liso vascular de coelho através do uso de

diferentes agonistas e antagonistas.

2- Caracterizagdo parcial das fragdes vasoativas do veneno de P.

nigriventer através de cromatografia e determinacao do peso molecular.



21

MATERIAIS ¢ METODOS

Superfusao de musculo liso vascular em cascata

Coelhos machos (2-3 kg), albinos (New Zealand) foram anestesiados
com tiopental sodico (40mg/kg, e.v.) ¢ exsanguinados via artéria carétida.
Ap6s laparatomia, as artérias mesentérica (AMC), celiaca (ACC) e pulmonar
(APC) e as veias cava (VCC), jugular (VJC} e mesentérica (VMC), foram
removidas ¢ colocadas em solugdo nutriente de Krebs-Ringer. O tecido
endotelial de cada vaso foi removido através da inserciao de um cateter de
polietileno na luz dos mesmos. A remocido do endotélio funcional foi
verificada através da auséncia de relaxamento induzida por acetilcolina
{10'5 M) em tecidos pré-contraidos com U46619 (10 nM). Os vasos foram
cortados em espiral, montados em cascata (Vane, 1964) e superfundidos
com solugao de Krebs (95%02/5%C0O,), a um fluxo constante de 5 ml/min
(Figura 1). Os tecidos foram ligados a alavancas auxoténicas conectadas em
transdutores isotonicos para musculo liso (Harvard; Paton, 1957} e as
resposias registradas em um poligrafo Watanabe (Model WTR 381). O
veneno de P. nigriventer e os agonistas foram injetados na forma de bolus:
os antagonistas foram infundidos (0.1 ml/min) sobre o tecido. A

composicao da solugdo tampio Krebs-Ringer (mM) foi a seguinte: NaCl
118, NaHCOg 25, glucose 5.6, KC1 4.7, KH,PO4 1.2, MgS0,.7H,0 1.17 ¢

CaCl;.6Hp0 2.5, Foram realisados experimentos em  nimeroc
estatisticamente significativo, sendo . a administracdo de agonistas e do

PN.
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Dialise

O veneno de P. nigriventer (3-4ml de uma solu¢do 2mg/ml em
salina) foi dialisado contra 2 litros de solugdo salina 0.9%, em tubos de
dialise com exclusdo molecular de 10-12 kDa, por um periodo de 24 - 72 h,
a 4-6 °C. A solugio de dialise foi trocada quatro vezes durante este periodo.
Retirou-se uma aliquota da solugio de veneno antes de iniciar a didlise para

comparagao subsequente com o material dialisado.

Fracionamento do venieno de P, nigriventer

Fracionamento em Sephadex G-10

A amostra do veneno de P. nigriventer (900mg do veneno dessecado)
foi suspensa em 4ml de Acido acético a 2% (v/v) em temperatura ambiente
(20-25 °C) e centrifugada a 2000 r.p.m. por 10 min em centrifuga clinica.
Fot obtido um residuo insclavel, cinza escuro, da ordem de 30mg. A solucdo

sobrenadante, amarelo marron (caramelo) foi esfriada a 5 °C e submetida a
filtragdo em coluna 2.5 ¢cm x 190 cm de Sephadex G-10 {40-120 uM Sigma
Chem. Co.) com fluxo de 13 ml/h. Foram coletadas amostras de 10 ml até o
tubo 28, € de 5 ml a partir do tubo 29. Nesta primeira etapa oito fracoes

(S1-Syyyp) foram delineadas, liofilizadas, e testadas em muisculo liso vascular

de coelho .

Eletroforese em gel de SDS-Poliacrilamida-Tricina

O método utilizado foi o descrito por Shager & Jagow (1987). Foi
utilizado um sistema Mighty Small II SE 250 (géis 16 x 10 cmj, acoplado a
um banho de circulagdo refrigerada RCB-300. A partir de uma solugéo
estoque de acrilamida 46.5 % (m/v) e bisacrilamida 3% (m/v) foram

obtidos géis de separagao de 16.5 %, sobrepostos por uma camada de gel (2
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cm} a 10 % e um gel de concentracio a 4 %. Foram utilizados dois
tampdes de corrida, o tampéo anédico a 0.2 M Tris-HCl em pH 8.9 ¢ o
tampaco catédico a 0.1 M Tris, 0.1 M Tricina, 0.1 % SDS. As amostras entre
20-50 pg foram dissolvidas em 20 pl de tampao Tris-HCl com pH 6.8 na
concentragdo de 0.0625 M, contendo 2 % de SDS, 10 % (v/v) de glicerol e
0.001 % de azul de bromofenol. O gel foi corado em coomassie blue, 0.1

% em acido acético - metanol - 4gua (1: 8: 10 v/v) .

Cromatografia da Frag¢do SI por Troca Iénica.

A fragdo ativa SI do veneno de P. nigriventer com massa de 450 mg

foi equilibrada com 3.5 ml de tampéo acetato de aménio 0.05 M, pH 5.0,
clarificada por centrifugagdo e cromatografada em CM- Celulose-52
microgranular (Whatman).

A coluna (2.5 cm x 55 cm) foi previamente equilibrada com o mesmo
tampéo, fluxo de 20 ml/hr a 5 °C, seguindo-se uma eluigdo por etapas com
concentragoes crescentes do tampao acetato de amonio (0.1M - 3M), pH 5,
iniciada a partir de volume efluente ignal a 150ml. Cada nova fragdo assim
obtida foi liofilizada, redissolvida em Acido acético a 2% (v/v) e dessalificada
a 5 °C numa coluna de 2 cm x 200 cm de Sephadex G-10-120 equilibrada‘

com 0 mesmo solvente, ¢ novamente liofilizada. Foram obtidas 16 fragtes

(C;-Cxv1), coletadas a 5 °C, 5ml/tubo. Fracoes C1-Cyyp foram dessalificadas
por lofilizacao direta. A fragdo Cy., insolavel em 4acido acético, foi

dessalificada em hidréxido de amoénio 0.05M.
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RESULTADOS

Atividade em musculo liso vascular de coelho

O veneno de P. nigriventer (1-30 ng) produziu contracoes dose-
dependentes, na AMC (n=109), ACC (n=73}, APC (n=91), VMC (n=60), VCC
(n=85) e VJC (n=41). O efeito contratil foi caracterizado por inicio de acio
rapido e curta duragdo, (Figura 2). Sendo ™" a soma de todos os

experimentos para cada tecido.

Envolvimento de receptores de serotonina

A Figura 3 ilustra a contragioc induzida pela serotonina (3-1000 ng),
adrenalina (30 ng) e veneno de P. nigriventer (0.3-1 ug) em VCC, VMC e
AMC, antes e durante a infusio continua do antagonista de serotonina,
metisergida (5 uM). Demonstramos que a metisergida reduziu
marcadamente a atividade contratil da serotonina na AMC. A atividade
contratil do veneno de P. nigriventer nao foi significativamente alterada na
VCC e VMC, entretanto na AMC, seus efeitos foram praticamente
abolidos. A contragio induzida pela adrenalina nio foi significativamente

alterada durante a infusao de metesergida.

Envolvimento de receptores histaminérgicos H,

Histamina (1-3 pg), adrenalina (0.1 ug) e o veneno de P. nigriventer
(3-10 ug) causaram contragdes dependentes da dose em VCC, O antagonista
de histamina, mepiramina (0.35 pM), inibiu as contragoes induzidas pela

histamina, sem afetar a resposta contratil causada pelo veneno de P.
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nigriventer ¢ adrenalina (Figura 4, n=3). Resultados similares foram

obtidos em APC, AMC, ACC, VJC e VMC (n=3).

Efeito do veneno dialisado

Na Figura 5, demostramos que o veneno de P. nigriventer (3-10 ug)
induziu contragdes dependentes da dose em APC ¢ AMC (n=3). A resposta
contratil induzida pelo veneno dialisado (30 pg, 24 h) foi abolida na AMC

sendo preservada na APC.

Resultados obtidos na APC e VJC (Figura 54) mostraram que 0 VENeno
de P. nigriventer (10-30 g), serotonina (5-HT, 0,03-0,1 ug), e o dialisado
do veneno de P. nigriventer (30 ug, 48 hs) induziram contracdes em APC e
VJC. A serotonina dialisada (10 pg) apresentou redugéo significativa de sua

resposta contratil.

Envolvimento de alfa receptores

A Figura 6 ilustra a contragéo induzida pela adrenalina (10-30 ng) e
pelo veneno de P. nigriventer (1-3 ug) na VCC em presenga do antagonista
de receptores alfa-adrenérgicos, fenoxibenzamina. Ao término da infusio
do antagonista (0.05 uM; 30 min), a curva dose-resposta da adrenalina foi
deslocada para a direita em 2-3 ordens de magnitude enquanto que a curva
dose-resposta do veneno nao foi significantemente alterada. Na Tabela 1

mostrames os valores de DEgy do veneno de P. nigriventer em diferentes

tecidos vasculares antes € apés da infusdo de fenoxibenzamina, n=5.
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Tabela-1

Valores de DEsq (ug) do veneno de P, nigriventer
na auséncia e presenca de fenoxibenzamina (PBZ).

vCC vMC APC AMC
antes PBZ 1.1 +0.3 42+5 45+1.1 52+286
depois PBZ 1.3+02 9.8+4.3 7.5+2.1 9.6 +6.7

Envolvimento do canal de sédio voltagem-dependente

Conforme demonstrado na Figura 2, o veneno de P, nigriventer (3-30
Hg} € o agonista de canal de sédio, veratrina (100 ug), apresentaram um
padrao de contragdo diferente em VCC e AMC. Pode ser observado que,
enquanto o veneno de P. nigriventer contrain ambos os tecidos vasculares,
a veratrina foi muito mais potente na VCC. Na Figura 7 demonstramos que
as contragdes induzidas pela veratrina (60 ug) foram abolidas com a infusao
do antagonista de canal de sédio, tetrodotoxina (3 uM), em VCC; entretanto,

O Inesmo nao afetou as contracées induzidas pelo veneno (1-3 ug).

Envolvimento de canais de célcio sensiveis a dihidropiridina.

O agonista de canal de cilcio, Bay-K 8644 (3-10 ug), e o veneno de
P. nigriventer dialisado (10 pg) causaram contragdes dependentes da dose
em APC (Figura 8, n=3). Entretanto, em VMC o Bay-K 8664 no apresentou
atividade contratil, enquanto que o veneno de P. nigriventer manteve sua

atividade contratil.
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Envolvimento de receptores muscarinicos

A acetilcolina (0.3-3 ug), € o veneno de P. nigriventer (1-3 Lg)
causaram contragbes dependentes da dose na VCC. A infusidoc do
antagonista de receptor muscarinico, atropina (3.5 uM), inibiu
significativamente as contragbes induzidas pela acetilcolina, sem contudo
afetar a resposta espasmogénica causada pelo veneno de P. nigriventer

{(Figura 9, n=3). Resultados semelhantes foram obtidos em AMC e ACC.

Envolvimento de receptores de bradicinina

A Figura 10 ilustra a contragio induzida pela bradicinina (1-10 ng),
pelo analogo de tromboxano, U46619 (30 ng), e veneno de P. nigriventer (3-
30 ug) na VJC, antes e durante infusio do antagonista de bradicinina (0.5
uM). Na presenca desse antagonista, houve inibicdo significativa das
contragoes induzidas pela bradicinina, sem afetar aquelas induzida pelo
veneno de P, nigriventer ¢ U46619. Resultados similares foram obtidos em

VCC (n=3).

Envolvimento de receptores de angiotensina

As contragbes induzidas pela angiotensina II (0.003-0.01 pg) foram
abolidas pelo seu antagonista especifico, saralasina (0.5 pM) em VCC
(Figura 11). Entretanto, as contragoes induzidas pelo veneno de P.
nigriventer (10 ug), nao foram significativamente modificadas na presenca
deste antagonista. Resultados similares foram obtidos em APC, AMC, ACC,

e VJC (n=3). A saralasina nao modificou a atividade contratil induzida
pela adrenalina (0.1 ug)

SV
é R TE ;
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Comparacao entre ETj e o veneno de P. nigriventer
O perfil contratil entre ET1 (75-250 ng) ¢ o veneno de P. nigriventer
(3-10 pg) em APC, revelam que ambos apresentam um perfil de contragio

diferente; enquanto as contragdes induzidas pela ET| sdo demoradas;

aquelas induzidas pelo veneno de PN sédo de curta duragéo. Isto indica que

0 veneno nao atua em receptores de ET;. Resultados similares foram

obtidos em outros trés experimentos (Figura 12).

Efeito da incubagao do veneno com tripsina
O veneno de P. nigriventer (30 pg) foi incubado com a tripsina (1000
u/ml, 37°C, 30 min) e testado na VMC. A incubacdo resultou em uma

reducao significativa da atividade contritil do veneno (Figura 13, n=3).

Efeito da variacao do pH do veneno

O veneno acidificado (pH 1 - pH 5.6, 0.3-1ug), incubado durante 5
min a 37°C, sendo o ensaio biolégico realizado em pH 5.6, nao apresentou
modificagéo no seu perfil contratil em VMC. O veneno alcalinizado (pH 13.8

- pH 5.6} incubado por 5 min a 37°C sendo o enssio biolégico realizado em

PH 5.6, apresentou redugio significativa na sua atividade contratil (Figura
145). Resultados similares forma obtidos em APC (Figura 14p). Os

resultados foram repetidos em trés outros experimentos.

Efeito do aquecimento

O aquecimento do veneno (10 pg, 90°C) durante 3, 10 ou 30 min nao
alterou a sua atividade contratil em APC quando comparado ao veneno nao
aquecido (Figura 15). Os resultados foram repetidos em outros trés

experimentos.



29

Efeito da incubagéo do veneno com plasma e sangue de coelho
Quando incubado com plasma ou sangue total de coelho (37°C, 30-60
min) e testado em VMC, a atividade contratil do veneno de P. nigriventer (1

1g) nao foi significativamente medificada (Figura 16). Estes resultados foram

repetidos em trés outros experimentos.

Identificacio do(s) componente(s) vasoativos presentes no veneno

Cromatografia do veneno em Sephadex G-10

A fragao S; (3-30 pl) apresentou atividade contratil em vArios
segmentos de musculo liso vascular tais como VCC (n=3), VJC (n=2), VMC
(n=2}, AMC (n=2), ACC (n=2), APC (n=2). As contragbes induzidas pela

Fracdo SVII nas artérias pulmonar e mesentérica foram abolidas pelo pré-

tratamento dos tecidos com metisergida (0.5 mM). As fracoes St Sy Spye
Sy, Sy1 € Syp também apresentaram atividade contratil em todos os tecidos
vasculares examinados (Figura 17). As fragbes obtidas em filtracdo de
Sephadex G-10 foram precedidas da letra S para diferenciar das fracoes

oriundas da cromatografia de troca ifnica as quais foram precedidas da

letra C.

Cromatografia por Troca tbnica
As fracoes CVH_VIH, 'CIX' CX'XI .(3-30 Kg) apresentaram atividade

espasmogénica de forma equipotente em APC (n=4) e VMC (n=7), (Figura
18).
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Eletroforese em gel- SDS -TRICINA
As fragoes Cyp-yy apresentaram massa molecular de 8 - 14 kDa. a

fragio Cx de 8- 14 kDa e a fragao Cy-x; de 12 - 50 kDa, (Figura 19).
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Figura | - Esquema de superfusdo de musculo liso em cascata.
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vee
AMC
PN 3 10 30 . Ha

Figura 2- Perfil contratil do PN e veratrina em VCC ¢ AMC. Os
tecidos desprovidos de endotélio foram cortados em S€gmentos espirais e
superfundidos em cascata com solucao de Krebs-Ringer (5 ml/min, 37 °C)
conforme descritos em métodos. Note a contracao rapida induzida pelo PN
em VCC ¢ AMC. Resultados similares foram obtidos em outros cinco

experimentos.
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METHYSERGIDE {5uM)
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Figura 3 Efeito da metisergida sobre atividade contratil do PN em
VCC, VMC e AMC. Estes tecidos foram superfundidos em cascata conforme
descritc em Material e Métodos. Observe que na AMC o PN apresentou
uma atividade contratil significativamente reduzida, mantendo atividade
contratil em VCC e VMC. Resultados similares foram obtidos em outros trés

experimentos.
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Figura 4- Efeito da mepiramina sobre atividade contratil do PN em
VCC. O tecido foi superfundido em cascata conforme descrito em Métodos.
Observe que as contragoes induzidas pelo veneno de PN nao foram afetadas
significativamente pela mepiramina. Resultados similares foram obtidos em

outros trés experimentos.
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4 min
i'lcm
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Fig 54- O efeito da didlise sobre atividade contratil do PN em APC e

AMC. Estes tecidos foram superfundidos em cascata conforme descrito em
Métodos. Note que em AMC o veneno de PN apresentou atividade contratil
abolida apds a didlise. Resultados similares foram obtidos em outros trés

experimentos.
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Fig 5p- O efeito da didlise sobre atividade contratil do PN em APC e

VJC. Estes tecidos foram superfundidos em cascata conforme descrito €m

Métodos. Observe que a didlise da serotonina foi eficiente. enquanto que

este procedimento nao afetou a contragao induzida pelo PN. Estes

resultados foram repetidos em trés experimentos.
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4_n1i_rr1.
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Figura 6- Efeito da fenoxibenzamina sobre atividade contratil do PN
em VCC. Este tecido foi superfundido em cascata conforme descrito em
Métodos. Chamamos atencdo para a manutencao do efeito contratil do PN
em presenca da PBZ. Resultados similares foram obtidos em trés outros

experimentos.
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TTX {30uM}
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Figura 7- Efeito da tetrodotoxina sobre a atividade contratil do PN em
VCC. Este tecido foi superfundido em cascata conforme descrito em
Métodos. Observe que TTX nio afetou a contragdo induzida pelo PN. O

tragado apresentado € representativo de trés experimentos realizados.
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Figura 8- Perfil contratil do PN e Bay-K 8644 em VMC e APC. O
tecido fot superfundido em cascata conforme descrito em Métodos. Note que
0 veneno de PN contraiu VMC e APC, enquanto o Bay-K 86644 contraiu

somente APC. Este resultado foi observado em trés outros experimentos.
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Figura 9- Efeito da atropina sobre atividade contratil do PN em VCC.
O tecido foi superfundido em cascata conforme descrito em Métodos. Note

que a contracao induzida pelo PN néao foi afetada pela atropina. Resultados

similares foram obtidos em outros trés experimentos.
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ANTI-8Kp (Ac-D~Arg [Hyp36iyS 0-Pho, Leu®] BK; 0.5uM)
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Figura 10- Efeito do anti-BK, sobre atividade contratil do PN em

VJC. O tecido foi superfundido em cascata conforme descrito em Métodos.

Note que o anti-BK, néo afetou a contracdo induzida pelo PN. Resultados

similares foram obtidos em outros trés experimentos.
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SARALASIN (0.5 uM )
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Figura 11- Efeito da saralasina sobre atividade contratil do PN em
VCC. O tecido foi superfundido em cascata conforme descrito Métodos.
Observe que 0 PN manteve a sua contragiao apés a infusio de saralasina.

Resultados similares foram obtidos em outros trés experimentos.
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Figura 12 - Comparagéo entre o perfil contratil da ET) e o PN. Note

que a contragdo do PN em APC é ripida enquanto que a contragao da
ET) € de longa duracao.
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Figura 13- Efeito da incubagdo do veneno do PN (30 ug) com tripsina
(1000 u/ml, 37°C, 30 min) em tecido liso vascular (VMC). Este tecido foi
superfundido em cascata € com incubacdo do veneno como descrito em
Métodos. Observe a reducio significativa da atividade contratil do PN em
VMC ap6s a incubacio com tripsina. Estes resultados foram repetidos em

trés outros experimentos.
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Figura 14,- Efeito da variacéo do PH na contragio induzida pelo PN

em VMC. O tecido foi superfundido em cascata conforme descrito em
Métodos. Note que a alcalintzacdo do veneno reduziu significativamente a

atividade contratil do PN. Os resultados foram repetidos em trés outros

€xperimentos.
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Figura 14y- Efeito da variaciao de pH na contragdo induzida pelo PN

em APC. O tecldo fot superfundido em cascata conforme descrito em

M¢étodos. Note que a acidificagéio do veneno néo afetou a contragio induzida

pelo PN. Estes resultados foram repetidos em trés outros experimentos.
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APC

¢] 3 10 30 min

Figural5- Efeito do aquecimento (90 °C) na contracdo induzida pelo
PN (10 pg) em APC. O tecido foi superfundido em cascata conforme
descrito em Métodos. Observe que o aquecimento néo afetou a contracio
induzida pelo veneno. Os resultados foram repetidos em trés outros

experimentos.
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Fig 16- Efeito da incubacio do PN com plasma e sangue de coelho em

VMC. O PN (1 pg) foi incubado com 1ml de plasma e sangue de coelho
respectivamente durante 30 min e 60 min, a 37 °C, Note que a incubacio
com plasma e sangue total de coelho no afetou a atividade contratil do PN

em VMC. Estes resultados foram repetidos em trés outros experimentos.
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Figura 17- Atividade em miisculo liso vascular de coelho das fragées
[SI-SVH) provenientes da separagioc do PN bruto por Sephadex G-10. A
coluna (2.5 x 190 cm) foi equilibrada com 4cido acético a 2% {(v/v). Amostra
do veneno fol diluida em actdo acético a 2% e filtrada em gel com fluxo de
13ml/h. As fragbes foram coletadas a 5°C a 5ml por tubo. Observe que
todas as fracoes apresentaram atividade contratil em APC e VMC. A fracio

VII € serotonina quase pura (eletroforese de alta voltagem, resultado nio
mostrado).
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Figura 18- Atividade em musculo liso vascular das fragbes (€, - Cyr )

provenientes da cromatografia por troca iénica da Fracgéo SI do PN bruto. A

coluna (2.5 em x 55 cm) foi equilibrada com tampédo acetato de amoénio
0.05 M, pH 5, com fluxo de 20ml por tubo; a seguir foi feita a eluicdo em

concentragdes crescentes do tampéo (0.1 M - 3 M} com pH 5. As fragdes
foram coletadas a 5°C, 5ml por tubo. Note que somente as fragdes Cyppxp

Cxm e Cxvi apresentaram atividade contratil em APC ou VMC. Estes

resultados foram repetidos em trés experimentos. O perfil cromatografico foi

identificado em 260 nm para localizagdo de nucleotideos.
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Figura 19- Eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida-tricina. Nas

fragbes que apresentaram atividade contratil em musculo liso vascular como
Cyi.vin @ massa molecular esta compreendida entre 8 - 14 kDa, na fracéo

Cix a massa molecular estd compreendida entre 8 -12 kDa , enquanto a
fragao Cx .x; apresentou massa molecular de 8 - 50 kDa. Os marcadores

de massa molecular da linha 1 sdo : mioglobina polipeptideo (backbone) -
16.9 kDa, mioglobina (fragmento I + II) - 14.4 kDa, mioglobina (fragmento I)
- 8.1 kDa, mioglobina (fragmento II) - 6.2 kDa ; da linha 2 s&o : mioglobina -
16.9 kDa, citocromo (coragao de cavalo) - 12.4 kDa; da linha 3, 4, 5 sao :
fragao Cyx.x1. Crx, Cy1.Cyyy do PN; da linha 6 sao : fosforilase b - 94 kDa,
albumina - 67 kDa, ovoalbumina - 43 kDa, anidrase carbénica - 30 kDa,
inibidor de tripsina - 20.1 kDa, lactoalbumina « - 14.4 kDa.
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DISCUSSAO

Nesta tese demonsiramos que ¢ veneno de P. nigriventer apresenta
atividade espasmogénica em musculo liso vascular de coelho. Apos
realizarmos a purificagdo parcial (Sephadex G-10 e cromatografia de troca
ibnica} do veneno de P. nigriventer, obtivemos trés fragdoes que
apresentaram atividade espasmogénica em musculo liso vascular as quais
apresentaram algumas bandas eletroforéticas com massa molecular acima
de 12 kDa em eletroforese de gel-tricina. Constatamos, em nossos
experimentos, que o fator responsavel pela atividade contratil em artérias
mesentérica e celiaca foi a serotonina, pois ocorreu redugéo significativa da
atividade espasmogénica na presenca de metisergida ou quando o veneno
foi dialisado. Este resultado confirma os resultados apresentados 'por
Schenberg & Pereira Lima (1966) que demonstraram no veneno de P.
nigriventer quantidades varidveis de histamina (0.06 - 1%) e serotonina
(0.03 - 0.25%). Esta 1ltima foi de fato identificada na fracdo VII da filtracao
em Sephadex G-10.

A atividade espasmogénica induzida pelo veneno de P. nigriventer em
artéria pulmonar e velas jugular, cava e mesentérica nao foi reduzida com
metisergida ou didlise do veneno, sugerindo a presenga no veneno de outras
substancias responsaveis pela contragio destes tecidos. Esta(s)
substancia(s) apresentaram as seguintes caracteristicas: termoestabilidade,
sensibilidade a tripsina e atividade espasmogénica presente apés didlise e |
Incubacdo com sangue e plasma de coelho . Estas particularidades sugerem
que estas substincias possuem natureza peptidica. Schenberg e Percira-
Lima (1971) demonstraram que o venena de P. nigriventer em ileo isolado

de cobaio apresentava termoestabilidade e era hidrolizado por enzimas
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proteoliticas. Varios peptideos foram isolados do veneno de P. nigriventer
(Diniz, et al. 1990; Entwistle, et al., 1982: Rezende, Jr. et al., 1991).
Entretanto, todos os peptideos até o momento caracterizados apresentam
peso molecular entre 6-9 kDa, indicando que a atividade espasmogénica
observada em musculo liso vascular é devida a peptideos de composicao
ainda néo identificada.

Os peptideos até agora identificados apresentam atividade
neurotéxica, sendo o mecanismo propesto ativagdo de canais de sédio de
terminacdo nervosa, com consequente liberacido de acetilcolina e
catecolaminas (Vital-Brazil. et. al., 1988). Nossos resultados indicam que a
atividade espasmogénica induzida pelo veneno de P. nigriventer apresenta
mecanismo(s) de agio diferentes, visto que o antagonista canais de sédio
voltagem-dependente (tetrodotoxina) nao mostrou atividade inibitdria, assim
como o bloqueador adrenérgico alfa, fenoxibenzamina. O uso dos
antagonistas de canais de célcio dihidropiridinicos (Fleckentein, et. al.,1975;
Schramm, et. al, 1989) permitin também afastar o envolvimento destes
canais como mecanismo de agdo do veneno, (Resultado nio mostrado).

A endotelina-1 (ET]) ¢ um potente peptideo vasoconstritor de artérias
e veias de coelho (de Nucci et al., 1988), isolado de cultura de células
endotelias de aorta de porco (Yanagisawa et al., 1988). Este peptideo tem
homologias com toxinas a-escorpidnicas, conotoxinas, apaminas e
principalmente com as sarafotoxinas, toxina esta encontrada no veneno da
serpente Atractaspis engaddensis (Graur, et. al., 1988/89; Kloog &
Sokolowsky, 1989). Entretanto, a comparacio no ensaio biolégico da
atividade contratil em arférias ¢ veias do veneno de P. nigriventer com a

ET) revelou que apresentam caracteristicas distintas. pois as contracoes

induzidas pelo veneno de P. nigriventer em musculo liso vascular é de
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curta duragéo, € néo prolongada como aquela induzida pela ET;. afastando,

deste modo, a ativagdo dos receptores de ET) como mecanismo de agdo do

veneno de P. nigriventer nestes tecidos.

Com relagdo a possivel releviancia da atividade espasmogénica em
musculatura vascular aqui descrita, € interessante notar que o veneno de P,
nigriventer causa aumento da permeabilidade vascular in vivo em pele de
coelho e rato (Marangoni, et al.,, 1991). Em ambas as espécies estudadas, o
aumento de permeabilidade vascular foi gbservado com o veneno dialisado
sugerindo que este efeito farmacolégico seja devido a presenca de peptidecs
néo difusiveis. Qutras evidéncias de envolvimento vascular com o veneno de
P. nigriventer é o priapismo observado em caes (Schenberg & Pereira Lima,
1966) ¢ em criangas (Jorge & Ribeiro, 1989). A atividade eretogénica foi
atribuida a presenga de "eretina”, peptideo(s) ainda nio identificado
quimicamente (Rossi, et. al., 1989; Afeche, et. al., 1990).

O estudo das toxinas permite que a causa morts oriunda do
envenenamento por estas toxinas seja apropriadamente tratado. A causa
mortls do envenenamento humano causado pela peconha da P,
nigriventer inclui edema agudo de pulmio e choque neurogénico
(Secretaria de Satde do Estado de Sao Paulo, 1982; Bucaretchi, et al. 1987;
Jorge & Ribeiro, 1989).

Na fisiopatologia da formagéo do edema pulmonar (Houssay, 1975),
dentre outros mecanismos, encontramos a insuficiéncia cardiaca que
propicia o aumento da congestio venosa levando ao dano capilar e
conscquente aumento de sua permeabilidade, acarretando desequilibrio
pressorico e formagio de edema. A liberagdo de neurotransmissores de
terminagbes nervosas autondmicas em auriculas iscladas de cobaio

induzida pelo veneno de P. nigriventer (Vital-Brazil, et. al., 1988)



favoreceria o aparecimento de arritmias cardiacas com a formacio
subsequente de edema pulmonar -cardiogénico. Nossos resultados,
demonstrando a presenga de peptideos vasocativos no veneno de P.
nigriventer, juntamente com as evidéncias da alteracdo de permeabilidade
vascular observada na pele de coelho e rato (Marangoni, et al., 1991),
oferece mecanismos de agéo alternativos para o edema pulmonar observado
no envenenamento humano.

Em estudos posteriores com utilizagdo de cromatografia liquida de
alta eficiéncia, analisador e sequenciador de aminodcidos, acoplados ao
ensaio biolégico aqui descrito, pretendemos isolar os polipeptideos
responsaveis pela atividade contratil do veneno de P. nigriventer em
musculo liso vascular. O conhecimento da estrutura guimica destes
peptideos € sua utilizacido como ferramenta farmacolégica possibilitara nio
$6 um melhor conhecimento dos fendmenos fisiopatoldgicos do
envenenamento humano causado pela P. nigriventer mas também utiliza-

lo para desenvolvimento de novos farmacos.
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Abstract

The effects produced by Phoneutria nigriventer ("armed spider")
venom (PNV) in rabbit vascular smooth muscle have been investigated. De-
endothelialized vascular strips were superfused in a cascade system with

oxygenated (95% 02 /5% COZ] and warmed (37°C) Krebs' solution at 5

ml/min. PNV (0.3-30 ug) produced dose-dependent contractions in both

‘venous and arterial tissues (cava, mesenteric and jugular veins and
pulmonary, mesenteric and coeliac arteries, respectively). Methysergide did
not significantly affect PNV-induced contractions in venous tissues or in
pulmonary artery indicating that serotonin is not involved. Furthermore,
dialysis of the venom for up to 48 h did not alter this contractile activity.
Neither tetrodotoxin nor phenoxybenzamine significantly affected PNV-
induced contractions suggesting that voltage-dependent sodium channel
activation and endogenous catecholamine release from vessel wall
autonomic nerve endings are also not involved in the PNV response. The
incubation with trypsin reduced significantly PNV-induced contractions
suggesting that the venom contains polypeptides Followh{g gel-filtration,
ion-exchange chromatography and tricine SDS- PAGE electrophoresis of the
PNV, 8 fractions (mw 8-50 kDa) with contractile activity were isolated.



