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Resumo

As serpentes venenosas ou peconhentas vulnerantes (inoculam o
veneno na presa) correspondem a 450 espécies das 3000 conhecidas.

Os venenos de serpentes do género Bothrops induzem efeitos locais
intensos tais como dor, edema, hemorragia ¢ necrose.

Nesse trabalho investigamos a acfo do veneno de Bothrops
lanceolatus (espécie encontrada na Itha da Martinica, América Central) na
Jungdo neuromuscular € no musculo esquelético de camundongos, a uma
dose pré-estabelecida de 20 pg/ml (dose que apresentou efeitos mais
constantes e nitidos com o mesmo padrio de resposta, depois de testarmos
doses de 15 4 60 pg/ml) .

Nas preparagdes nervo frénico-diafragma de camundongos, com
estimulagdo elétrica indireta, o veneno de Bothrops lanceolatus induziu
aumento inicial das contragtes musculares e o aparecimento de contrages
espontineas (efeitos pré-sinapticos) seguido por bloqueio neuromuscular de
70 % em 182,6 + 15,7 min (n=4). A Neostigmina (Neo, 5,8uM) ¢ a 4-
aminopiridina (4AP, 53 pM) antagonizaram o bloqueio produzido pelo
veneno, nessa preparagdo, sendo que com a Neo o antagonismo foi parcial
(64,4% £ 9,2) (n=5) e com a 4AP o antagonismo foi total (n=5).

Utilizando-se a estimulagdo elétrica direta, o veneno na dose
estudada ndo alterou a amplitude da resposta contratil (n=4), confirmando
que sua agdo provavelmente se di na juncio neuromuscular e ndo nas
fibras musculares da preparagéo.

Nas preparagdes diafragma cronicamente desnervado de
camundongos (n=4), a contratura induzida pela adigdo de acetilcolina (Ach,
36 uM) foi inibida pelo veneno, sugerindo uma agfio nos receptores

colinérgicos nicotinicos pés-sindpticos .



Resumeo

O estudo dos Potenciais Bioelétricos nas prepara¢fes nervo frénico-
diafragma de camundongos, revelou auséncia de alteragdes no estudo do
potencial de membrana (n=4), portanto na dose estudada o veneno nio
possui agfio despolarizante sobre a fibra muscular do diafragma de
camundongo.

Quanto ao estudo do potencial de placa terminal em miniatura
(pptm), observou-se um progressivo decréscimo na amplitude € na
freqiiéncia dos potenciais até seu total desaparecimento. Esse bloqueio é
totalmente revertido tanto pela neostigmina (5,8uM) (em 11,6 £ 3,6 min)
(n=4) como pela 4-aminopiridina (53uM) (em 5,6 * 0,6 min) (n=4) . Isso
vem confirmar, mais uma vez, que a agdo do veneno tem grande
probabilidade de ocorrer na regifio pos-sindptica, nos receptores
colinérgicos nicotinicos.

Foram realizados também, experimentos com a preparacdo biventer
cérvicis de pintainho (n=8), para comparar os resultados com aqueles
obtidos com a preparagdo diafragma cronicamente desnervado de
camundongo (que desenvolve a neoformagdo de receptores ao longo de
toda fibra muscular, semelhante 4s fibras das aves). A contratura induzida
de acetilcolina (36 pM) também foi inibida pelo veneno, confirmando os
resultados obtidos nas preparacSes diafragma cronicamente desnervado, e
sugerindo novamente que o veneno tenha uma acd0 nos receptores
colinérgicos nicotinicos pés-sindpticos .

Com esse trabalho concluimos que o veneno de Bothrops lanceolatus
(20pg/ml) provoca um bloqueio neuromuscular que ¢ revertido
parcialmente pela neostigmina e totalmente pela 4-aminopiridina e que nio
possui a¢do despolarizante nas fibras musculares. Embora esse veneno
tenha apresentado tanto efeitos pré como pds-sindpticos, nos experimentos
“in vitro”, com a dose estudada, os efeitos pds-sinipticos sio mais

evidentes.
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Abstract

Abstract

Various Bothrops snake venoms cause neuromuscular blockade in avian
and mammalian nerve-muscle preparations in vitro. In this work, we
examined the neuromuscular action of Bothrops lanceolatus venom in
mouse phrenic nerve-diaphragm muscle preparation.

In indirectly stimulated mouse phrenic nerve diaphragm muscie
preparations, B. lanceolatus venom (20 pg/ml) caused an initial facilitation
of the muscle contractions and induced spontaneous contractions followed

by progressive neuromuscular blockade (70% in 182,6 £ 15,7 min , n=4) .
Neostigmine (5,8 pM) partially reversed this blockade (64.4% % 9,2 ,

(n=5), whereas 4-aminopyridine (53 pM) totally reversed the blockade
(n=5). In contrast, the twitch-tension responses in directly stimulated
preparations were unaltered by the venom (20 pg/ml) after 30min.

In chronically denervated diaphragms, the contractile responses to
acetylcholine (36UM) were inhibited by the venom (n=4) in 20/40min.
Similar results was obtained using chick biventer cervicis preparations
(n=4) in 20/60 min.

Bothrops lanceolatus venom (20 pg/mi) did cause membrane
depolarization or alter the membrane resting potential in mouse hemi
diaphragm preparations (n=4). However, the venom (20pg/ml) caused a
progressive decrease in the amplitude and frequency of the miniature end-
plate potentials that eventually resulted in total blockade. This blockade
was totally reversed by neostigmine 5,8uM (in 11,6 % 3,6 min, n = 4) and
4-aminopyridine 531M (in 5,6 % 0,6 min, n = 4). These results indicate that

B. lanceolatus venom has pre and post-synaptic actions.
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Introducio

1-Introducio

Ao longo da historia das civilizagBes, as serpentes tém estimulado a mente
¢ imaginacdo do homem, originando diversas lendas e crengas. Desde a
antigitidade ja havia relatos sobre o veneno de serpentes, sendo o mais antigo,
escrito em papiro no Egito em 1600 a.c. e a primeira identificacdo do uso
medicinal desses venenos foi observada na ilustragio de SUSTRATE e
NAGARJUNA (800-700 a.c.).

REDI (1664) demonstrou que os venenos necessitavam ser injetados na
pele para produzirem seus efeitos, mas foi em 1766 que FELICE FONTANA
iniciou o estudo toxicologico e pesquisa cientifica sobre os venenos ofidicos.
O inicio do estudo sistematico sobre os efeitos bioldgicos exercidos por esses
venenos, foi feito por FLEXNER e NOGUCHI que descreveram o efeito
hemolitico de alguns venenos (DEVI, 1968; CONDREA, 1979).

No Brasil, JOAO BATISTA DE LACERDA foi o precursor ao estudo
farmacologico dos venenos das serpentes brasileiras. Porém, o grande
desenvolvimento no estudo de animais pegonhentos, na profilaxia e
tratamento dos acidentes causados por serpentes, escorpides ¢ aranhas deve-se
a VITAL BRAZIL.

Em 1949 a bradicinina (causador de hiperemia e permeabilidade
vascular) foi descoberta no Brasil por ROCHA e SILVA et al, tendo sido
uma das mais importantes contribui¢des brasileiras na area de venenos
ofidicos.

Nas ultimas décadas, o desenvolvimento de novos métodos e técnicas
bioquimicas para o isolamento e purificagio dos componentes dos venenos e o
conseqgiiente uso de proteinas puras e bem caracterizadas nos estudos

farmacolégicos e fisiopatologicos, tem levado a resuitados mais conclusivos e
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Introdugio

a um melhor entendimento dos seus efeitos e de seu mecanismo de agio em
nivel molecular, permitindo seu use como valiosos instrumentos de pesquisa.

Os venenos ofidicos s os mais complexos de todos os venenos
conhecidos por serem constituidos de uma série de componentes que se¢
originam & partir de uma sintese protéica altamente especializada. Sendo
produzido por um par de glandulas veneniferas localizadas na boca da
serpente venenosa, 0 veneno passa por um canal central € € injetado por um
par de presas inoculadoras localizadas anteriormente no maxilar superior,
apresentando uma coloragdo branca, amarela ou laranja. Nenhum outro
produto natural apresenta uma mistura tdo efetiva de diferentes fatores,
exercendo simultaneamente efeitos toxicos sobre os sistemas sanguineo,
respiratorio, cardiovascular e/ou nervoso.

Os compostos dos venenos ofidicos sdo: uma mistura complexa de
proteinas que correspondem a 90% do peso seco do veneno e possuem
grande importéncia fisiopatologica, apresentando atividades enzimaticas e/ou
toxicas. Esses constituintes protéicos sdo; as enzimas (fosfolipases,
fosfodieterases, L-aminodcido oxidase, acetilcolinesterases, enzimas
proteoliticas, metaloproteinases, entre outras), as neurotoxinas, as

cardiotoxinas ou citotoxinas, substincias ndo_protéicas orginicas, como

peptideos, aminoacidos livres, nucleotideos, carboidratos, lipideos e aminas
biogénicas, e substincias nio protéicas inorginicas , que sdo basicamente
os jons: Cat+, Cut, Fé ++, K+, Mgt++, Nat, P-, Coi+ e Znit que
apresentam diversas atividades bioldgicas (VARANDA e GIANNINI, 1994).
Acredita-se que alguns desses metais estejam relacionados com a estabilidade
de certas proteinas, neutralizando suas cargas, enquanto que o Zn++, Cot+t,
Fé++ e Cut sejam indispensiveis no processo catalitico de componentes

enzimaticos, como as metaloproteinases (BJARNASON e FOX , 1994).
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Introducdo

Outros compostos sfo encontrados nos venenos ofidicos em menor
propor¢do, como os organofosforados, ions metalicos e outros materiais
organicos.

As enzimas presentes nos venenos ofidicos tém as seguintes fungdes:

— Fosfolipases: hidrolizam fosfatidilcolina dos fosfolipideos das membranas
celulares, resultando em lesfio da membrana, causando varios efeitos
farmacoldgicos e fisiopatologicos, caracterizados por mionecrose,
neurotoxicidade € inflamacdo (SHARMA e TAYLOR, 1987; VARANDA e
GIANNINI, 1994).

— Fosfodiesterases: sdo enzimas que hidrolisam ligagdes envolvendo grupos
de fosfato (fosfomonoéster e fosfodiéster), atuando sobre 4cidos nuciéicos.
S30 enzimas amplamente distribuidas entre os venenos das cinco familias de
serpentes venenosas (hidrophidae, colubridae, antractaspididae, elapidae ¢

viperidae).

— L-aminodcido oxidase: enzima ndo hidrolitica, com propriedade de
converter aminoacidos livies em a-cetoacido. Esta enzima tem papel
mnportante na agregacio de plaquetas, contribuindo na extensio do

sangramenio.

— Acetilcolinesterases: enzimas que atuam hidrolizando acetilcolina,

podendo causar paralisia muscular. Sdo encontradas nos venenos Elapidae e
Hidrophidae.

~— Metaloproteinases: sdo enzimas de massas moleculares diferentes (20-
100kDa), dependentes de zinco e responséveis pela hemorragia observada em
envenenamentos viperideos (BJARNASON e FOX, 1994; HATI et al, 1999;
GUTIERREZ e RUCAVADO, 2000), estando também envolvidas na
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patogénese da lesfo local, como mionecrose , danificagiio da pele, edema ¢
liberagdo de uma veriedade de mediadores inflamatérios (GUTIERREZ E
RUCAVADO, 2000; COSTA et al, 2002).

Os venenos ofidicos também apresentam proteinas hemorragicas
chamadas de hemorraginas ou fatores hemorragicos. Elas atuam degradando
componentes da ldmina basal e da matriz extracelular como o coldgeno, a
elastina, a fibronectina ¢ a laminina, clivando seletivamente ligacdes
peptidicas fundamentais para a organizacdo estrutural/funcional da matriz
extracelular, induzindo ao extravasamento de sangue dos capilares. Também
podem atuar na cascata de coagulacido e agregacio plaquetdria
(GUTIERREZ ¢ RUCAVADO, 2000).

Os venenos ofidicos possuem atividades neurotoxicas (pré/pos
sinapticas), cardiotoxicas, miotéxicas, coagulantes, anticoagulantes,
hemorragicas e, direta ou indiretamente, nefrotoxicas ou hepatotoxicas. Estas
atividades, tanto em acidentes humanos como nos causados
experimentalmente, sfio devidos a efeitos aditivos, sinérgicos ou antagbnicos
produzidos pelas enzimas e/ou toxinas presentes, que atuam para imobilizar,
matar ¢ digerir a presa, assim como para proteger a serpente contra seus

predadores naturais. Essas acdes dos venenos podem se dar indiretamente

através da liberacdio de substincias farmacolégicamente ativas ou
diretamente, através de acbGes nas membranas celulares (LEE e CHANG,
1966; IWANAGA e SUSUKI, 1979; GUTIERREZ ¢ LOMONTE, 1989;
HARRIS e CULLEN, 1990).

Na jun¢do neuromuscular, os venenos ofidicos provocam bloqueios

neuromusculares que ocorrem pela presenga de constituintes farmacoldgicos
ativos presentes no veneno (proteinas, fosfolipases, cardiotoxinas e
neurotoxinas). Nas preparagdes nervo-frénico diafragma de ratos ou

camundongos, determinamos a diferenciacio entre as cardiotoxinas € as

24



Imtrodugio

neurotoxinas quando utilizamos um veneno e observamos o bloqueio
neuromuscular produzido.

As cardiotoxinas sdo capazes de causar contraturas antes de ocorrer o
bloqueio neuromuscular (LEE, 1972). Apés a contratura inicial, ela reduz
progressivamente o tamanho das contracdes até finalmente cessar a contratura
no muisculo em resposta a ambas estimulagdes (direta e indireta) ao mesmo
tempo (LEE et al, 1968). J4 as neurotoxinas produzem o bloqgueio
neuromuscular sem causar contraturas, blogueando a resposta contratil para
estimulagdes eléiricas indiretas, mas ndo alterando a resposta para
estimulacdes elétricas diretas (TAMIYA e ARAL, 1966; SU et al, 1967).

As cardiotoxinas (CTX) sfo proteinas bdasicas toxicas, de baixo peso
molecular (6000 & 7000), constituidas de uma tnica cadeia polipeptidica (60-
61 aminoacidos) interligada por 4 pontes dissulfidicas, tendo um alto teor de
lisina ¢ de aminoacidos hidrofobicos. Elas ndo apresentam atividade
enzimatica e sdo também denominadas de citotoxinas, fatores liticos e toxinas
de membrana (por causarem “in vitro” e “in vivo™ parada cardiaca em sistole
(CONDREA, 1974; HARRIS e CULLEN, 1990). Por apresentarem
peptideos de baixo peso molecular, induzem hemolise dos gldbulos vermelhos
(CONDREA, 1974 ; HARVEY, 1985) e contragdes do misculo esquelético
(LEE et al, 1968; LIN et al 1975; FLETCHER e LIZZO, 1987). As CTX
atuam em vdrias células do organismo, despolarizando suas membranas,
acarretando distiirbio de funcfo e estrutura e , em concentragbes elevadas,
causando necrose dos elementos celulares. Estudos recentes sugerem que sua
acdo ¢ potencializada pela fosfolipase dos venenos (que tem agdo
mionecrosante). Em preparagbes neuromusculares isoladas de nervo-frénico
diafragma, elas atuaram de modo nfo seletivo (na membrana das terminacdes
nervosas e nas fibras musculares) despolarizando-as € provocando contratura
do musculo, mesmo se curarizado (os curares ocupam o0s receptores

colinérgicos nicotinicos, sem ativa-los).
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As neurotoxinas (NTX) sdo constituintes que atuam na jungdo
neuromuscular e sdo responsaveis pelos efeitos neurotoxicos (hipotonia
muscular, paralisia flaicida de masculos da face, pescogo, membros, tronco,
laringe ¢ respiragéo) produzidos pelos venenos ofidicos, especialmente pelas
serpentes elapidicas (VITAL BRAZIL, 1982; MEIER e STOCKER, 1995).
As NTX se dividem quanto ao seu modo de agfo, podendo ser pré-sindpticas

ou pds-sindpticas.

As NTX pés-sindpticas bloqueiam os receptores da acetilcolina,
ocupando esses receptores colinérgicos da placa terminal, sem promover
despolarizagdo da membrana dessa regidio da fibra muscular. Elas sfo
proteinas basicas (pH acima de 9,0) de pequeno peso molecular (7000 3
8000), constituidas de uma Unica cadeia peptidica interligada por pontes
dissulfidicas, nfc apresentando atividade enzimética. Atuam de modo
semelhante ao curare, bloqueando a interacdo entre a acetilcolina liberada da
membrana pré-sinaptica ¢ a subunidade o do receptor nicotinico presente na
Jungdo, porém sua combinagdo com os receptores & sempre menos reversivel e
se processa lentamente. Quando um nimero suficiente de receptores esta
ocupado pela NTX, a ligago da acetilcolina com aqueles receptores, ainda
livres, ndo € mais capaz de provocar uma despolarizacio de intensidade
suficiente para deflagrar o potencial de acfio, estando a transmissdo
neuromuscular nesse momento inibida. Como conseqiiéncia dessa ago, estas
toxinas podem provocar parada muscular e faléncia respiratéria por paralisia
flacida do diafragma. Os anticolinesterasicos (como a neostigmina e o
edrofonio) podem antagonizar esse bloqueio neuromuscular.

As NTX pré-sinapticas sdo proteinas basicas ou moderadamente acidas,
de massa molecular variada (entre 12000 e 56000 diltons), que exercem
atividade fosfolipasica A (pois evoluiram a partir dessa enzima) e sdo os
componentes mais toxicos dos venenos ofidicos (VITAL BRAZIL, 1982;
MEIER e STOCKER, 1995). Elas atuam nas terminacdes nervosas motoras
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das placas terminais, inibindo especificamente a liberacdo do mediador, a
acetilcolina das sindpses colinérgicas periféricas, na fenda neuromuscular,
pelos impulsos nervosos. Quando a quantidade de acetilcolina liberada ndo é
capaz de produzir uma despolarizagdo para deflagar o potencial de acdo, a
transmissdo neuromuscular estd interrompida. Essa agfio pode causar parada
respiratéria € morte. Os anticolinesterasicos ndo antagonizam esse bloqueio,
logo, em preparagoes isoladas, a agfio dessas NTX pré-sinapticas € irreversivel
(VITAL. BRAZIL, FONTANA, PELEGRINI, 1976; 1977; VITAL
BRAZIL, 1980).

Algumas neurotoxinas apresentam, em doses maiores, agdo miotdxica,
inibindo a excitabilidade da membrana das fibras musculares.

As miotoxinas dos venenos ofidicos constituem um grupo heterogéneo,
do ponto de vista bioquimico estrutural, de toxinas. Elas podem ser
componentes extremamente toxicos, ativos mesmo em pequenas doses. A
agdo miotéxica pode ocorrer diretamente sobre a fibra muscular,

danificando-a ou indiretamente, ocasionando isquemia e levando o tecido 4

necrose (GUTIERREZ et al, 1984). Testada em animais experimentais, elas
provocam quase sempre um grande dano as fibras musculares (MEBS e
OWNBY, 1990; MELO ¢ OWNBY, 1996), sendo que a mionecrose
provocada € mais proeminente com venenos das serpentes pertencentes as
sub-familias crotalinae ¢ viperinae (GUTIERREZ et al, 1983, 1986; TU,
1991). A miotoxina provoca uma redugfio na resposta 4 estimulaciio elétrica
direta no muscule esquelético.

O indice de acidentes ofidicos humanos no mundo é de 5 milhdes de
casos por ano , com cerca de 50 mil dbitos (CHIPPAUX e GOYFFON,
1998).

Das 3000 espécies conhecidas de serpentes, 15% sdo venenosas
(peconhentos vulnerantes), pois inoculam o veneno na presa para alimentagio

ou defesa (OHSAKA, 1979). As serpentes sdo usualmente denominadas de
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venenosas quando providas de um eficiente aparelho inoculador e quando
apresentam importéncia médica por produzirem acidentes ofidicos de grande
fregiiéncia e gravidade. Elas estdo taxonomicamente divididas em 5 familias:
hidrophidae, colubridae, antractaspididae, elapidae ¢ viperidae; esta Gltima
dividindo-se em 2 sub-familias mais importantes: crotalinae e viperinae
(WUSTER, GOLAY, WARRELL, 1997).

Na sub-familia crotalinae incluen-se as serpentes dos géneros Bothrops,
Crotalus ¢ Lachesis, abundantes nas Américas.

O veneno da familia Aydrophidae, ou serpentes marinhas caracteriza-se
por conter neurotoxinas que estfio incluidas entre as substincias mais toxicas
do mundo. S@o0 serpentes mais numerosas que as terrestres, sendo mais
comuns nas regides tropicais e subtropicais entre os oceanos indicos e
Pacifico (VARANDA e GIANNINI, 1994).

A familia colubridae ¢ caracterizada como uma das maiores familias de
serpentes, tipica de todos os continentes, com exce¢do da Antartica. A maioria
dessas serpentes ¢ inofensiva, pois nfio possui aparelho inoculador eficiente e
por isso pouco se conhece sobre seus venenos. Porem, trabalhos experimentais
em animais, demonstraram que o veneno de Phylodrias possui atividade
hemorragica, edematogénica, fibrinogenolitica e fibrinolitica (VARANDA e
GIANNINI, 1994).

Os membros da antractaspididae sio denominados cobras de duas
cabegas por nfo apresentarem cauda pontiaguda. Estas espécies estdo
distribuidas pela Africa central, atingindo o sul da Africa e o norte de Israel
(MEIER e STOCKER, 1995).

A familia elapidae se distribui amplamente, podendo ser encontrada na
Asia, Aﬁ'ica, Australia e nas Américas. O veneno da elapidae contém potentes
neurotoxinas, enzimas muito toxicas em experimentos in vifro, ¢ apresenta
alta toxicidade e auséncia ou baixa atividade proteolitica sobre substratos
(VARANDA e GIANNINI, 1994).
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A familia viperidae se distribui na Asia, Europa, Africa e nas Américas,
sendo que a subfamilia viperinae se concentra pelo territério do velho mundo
¢ a subfamilia crotalinae se concentra pelo novo mundo e apresenta
representantes dos géneros Trimeresurus ¢ Agkistrodon na Africa. Seu
veneno caracteriza-se por induzir estado de choque, exercer intensa atividade
proteolitica, coagular o plasma sangiiineo, produzir hemorragia, liberar
bradicinina € causar um volumoso edema hemorrigico e necrose (VITAL
BRAZIL, 1982). Embora esse veneno ndo produza os efeitos neurotéxicos do
veneno da elapidae, os venenos Bethrépicos sdo capazes de induzir efeitos
neurotdxicos em animais de experimentacio (RODRIGUES-SIMIONI et al,
1983; OSHIMA-FRANCO et ai, 2002).

S&o encontradas no Brasil aproximadamente 265 espécies de serpentes,
das quais 58 espécies sdo venenosas e dessas 29 espécies pertencem ao género
Bothrops. As serpentes brasileiras sdo distribuidas em nove familias, das
quais somente duas englobam os quatro géneros peconhentos. As serpentes
venenosas encontradas no Brasil pertencem 4 familia elapidae e 4 sub-familia
crotalinae. O \inico género da familia elapidae no pais é o Micrurus, cujas
espécies sdo conhecidas popularmente por corais. J4 da sub-familia crotalinae
estdo presentes no pais os géneros Bothrops (ex: jararaca, jararacussu,
alternatus e neuwedi), Crotalus (cascavéis) e Lachesis (surncucus) que
apresenta 36 espécies e sub-espécies (CARDOSO et al, 2003).

No Brasil sdo notificados anualmente, pelo ministério da Saude, cerca
de 20.000 acidentes envolvendo serpentes, com cerca de 0,4% de indice de
mortalidade. Deste total aproximadamente 90,5% sdo causados por serpentes
do género Bothrops, 7,7% por Crotalus, 1,4% por Lachesis ¢ 0,4% por
Micrurus (MINISTERIO DA SAUDE, 1998; ARAUJO et al, 2003).
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Tabela 1: Relacdo dos viperideos da fauna brasileira.

Género Bothriopsis bilineata bilineata
Bothriopsis Bothriopsis bilineata smaragdina
Bothriopsis taeniata

Género Bothrocophias hyoprora
Bothrocophias  Bothrocophias microphthaimus

Género Bothrops Bothrops alcatraz
Bothrops alternatus
Bothrops atrox
Bothrops brazili
Bothrops cotiara
Bothrops diporus*
Bothrops erythromelas
Bothrops fonsecai
Bothrops insularis
Bothrops itapetiningae
Bothrops jararaca
Bothrops jararacussu
Bothrops leucurus
Bothrops lutzi*
Bothrops marajoensis
Bothrops mattogrossensis*®
Bothrops moojeni
Bothrops muriciensis
Bothrops neuwiedr*
Bothrops pauloensis*
Bothrops pirajai
Bothrops pradoi
Bothrops pubescens™
Bothrops sp*

Género Crotalus Crotalus durissus cascavella
Crotalus durissus colfiineatus
Crotalus durissus marajoensis
Crotalus durissus ruruima
Crotalus durissus terrificus

Género Lachesis lLachesis muta muta
Lachesis muta rhombeata

* Espécies derivadas do complexo B. neuwiedi (segundo
Sitva®?).
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Tabela2:  Relacdo dos elapideos da fauna brasileira.

Micrurus albicinctus
Micrurus altirostris
Micrurus averys
Micrurus brasiliensis
Micrurus corallinus
Micrurus decoratus
Micrurus fififormis
Micrurus frontalis
Micrurus hemprichii
Micrurus ibiboboca
Micrurus femniscatus
Micrurus mipartitus
Micrurus ornatissimus
Micrurus paraensis
Micrurus putumayensis
Micrurus spixii
Micrurus surinamensis
Micrurus tricolor
Micrurus waehnerorum
Leptomicrurus collaris
Leptomicrurus narducci
Leptomicrurus scutiventris
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1.1 GENERO BOTHROPS

Os acidentes com o género Bothrops constituem um problema de saide

piblica, devido a incidéncia, gravidade e seqiielas deixadas nos pacientes.

Tabela 3: Os acidentes Bothropicos apresentam a seguinte classificagio

quanto a sua gravidade:

Género da Acidente leve Acidente Acidente grave
Serpente moderado
Bothrops 53,8% 39.5% 6.7%

As serpentes do género Bothrops vivem geralmente em locais imidos,
onde habitam roedores, porém podem ser encontradas também em zonas
rurais e periferias de grandes cidades. Possuem habitos noturnos e sdo
consideradas as serpentes mais agressivas encontradas no Brasil (FRANCA e
FAN, 1992).

O veneno das serpentes do género Bothrops apresenta uma mistura
complexa de proteinas que podem causar hemorragia, diminuicio circulatéria
¢ mionecrose em mamiferos.

Os sintomas clinicos do envenenamento Bothrépico sio causados por
componentes isolados do veneno (como fatores hemorragicos, enzimas que
atuam nos distirbios de coagulagdo, enzimas proteoliticas, miotoxinas e
neurotoxinas) € podem ser caracterizados pela presenca de intensos efeitos
locais ¢ sistémicos (algumas vezes letais) (GUTIERREZ ¢ LOMONTE,
1989). Isso difere dos géneros Micrurus ¢ Crotalus que sio

predominantemente neurotoxicos.
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Uma das principais manifestagdes apresentadas pelos pacientes
acidentados por serpentes do género Beothrops ¢é a incoagulabilidade
sangliinea, relacionada com a deplegdo do fibrinogénio e a hemorragia, que
normalmente se restringe ao local da picada. Porém, nos casos mais graves,
ela pode ser sistémica, com hemorragias 4 distdncia como hematémese,
hematiria, epistaxes e gengivorragia (BARRAVIERA e PEREIRA, 1994).

Os efeitos locais presentes devido a um envenenamento Bothrépico sdo:
dor intensa, edema acentuado e progressivo no local da picada, bolhas,
equimoses, hemorragia, necrose ¢ alteracdes do sistema coagulante, sendo que
a hemorragia ¢ a necrose sfo consideradas, até os dias atuais, como sérios
problemas clinicos, ja que s6 podem ser prevenidos se o soro for administrado
logo apds o acidente. Nos casos mais graves, podem ocorrer destruiciio e
perda do membro atingido e até mesmo a morte, mesmo com administragdo
do soro. Dentre os efeitos sistémicos, as manifestacbes e complicagdes mais
referidas como possiveis causas de Obito sdo insuficiéncia renal, septicemia e
choque (ROSENFELD, 1971; FAN E CARDOSO, 1995; RIBEIRO et al
1998, FRANCA E MALAQUE, 2003; GUTIERREZ E LOMONTE,
2003). Segundo Vital Brazil (1982) o choque destaca-se como a causa mais
freqiiente de morte. Clinicamente o choque ¢ do tipo hipovolémico e parece
ser causado pelo extravasamento de sangue para os tecidos e 6rgios internos
(KOUYOUMDJIAN et al, 1991). A hipotensdo inicial é conseqiiéncia da
vasodilatagdio que determina profundo decréscimo na resisténcia vascular
periférica.

A aglo de enzimas como proteases e fosfolipases contidas nos venenos
liberam autacéides como bradicinina, histamina, serotonina e prostaglandinas
que podem contribuir para alteragbes circulatérias no choque
(ROTHSCHILD ¢ ROTHSCHILD, 1979).

A resposta inflamatéria local vem da sintese e/ou liberacfo de mediadores

endodgenos como a histamina, eucosanéides, serotonina e fator ativador de
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plaquetas, caracterizando-se pela exsudagio de proteinas plasmdticas e
presencga de células inflamatérias (TREBIEN e CALIXTO, 1989; CHAVES
et al, 1995; LOBO DE ARAUJO et al, 2000, 2001). O edema induzido
ocorre pela liberacfio dessas substincias farmacologicamente ativas no local
da picada (cininas como a bradicinina, serotonina, metabodlitos do acido .
araquidonico pelas vias da cicloxigenase e lipoxigenase e histamina)
(ROTHSCHILD ¢ ROTHSCHILD, 1979), como também pela presenca de
fosfolipases A2 do veneno (CHAVES et al, 1998).

A fosfolipase A2 (PLA2) ou Fosfaditil 2-acilhidrolase é uma enzima
encontrada com freqiiéncia nos venenos ofidicos e tem peso molecular de
11000 — 15000 (ROSENBERG, 1990; DAVIDSON e DENNIS, 1991).
Possuem estrutura variavel, podendo apresentar-se com uma cadeia tinica ou
com 2 a 4 subunidades. “In vivo” a PLA2 possui uma variedade de atividades,
incluindo neurotoxicidade pré-sindptica, atividade de agregacio plaquetéria e
nefrotoxicidade (HUANG e CHIANG, 1994; LANDUCCI et al, 1994),
sendo largamente utilizada para investigar a interagdo lipidio-proteica.
Injetada via intramuscular em doses subletais, em camundongos, provoca apos
24 horas, necrose ¢ completa desorganizacgio da regifio da placa terminal das
fibras musculares, € apos 48 horas, provoca o desaparecimento do axoplasma
¢ colapso da bainha de mielina (GOPALAKRISHNAKONE e
HAWGOOD, 1979). As PLA2 ofidicas, com exce¢do das neurotoxinas pré-
sindpticas, sdo pouco toxicas, sendo que as Acidas e as neutras s30 menos
toxicas que as basicas. Elas induzem o edema por afetarem diretamente a
microvasculatura (levando 4 exudagfo do plasma) e também por liberarem o
dcido araquidonico (devido A degradagdo enzimdtica da membrana

fosfolipasica), que aumenta a biossintese de eicosandides.
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Os venenos Bothroépicos sdo caracterizados por:

— exercer intensa atividade proteolitica, causada por um grupo de substancias
com atividade enzimatica, agindo sobre diferentes substratos (ROSELFELD,
1971), atuando na necrose € no edema inflamatdrio no local da picada pela
presenga de proteases, fosfolipases, hialuronidases e outras enzimas. Também
pode haver liberagdo de autacéides enddgenos, principalmente histamina,
serotonina e bradicinina, que parecem estar relacionadas as manifestacées
sistémicas como hipotensdo e choque (GUTIERREZ ¢ LOMONTE, 1989).

— coagular o plasma sangiiineo, onde o veneno transforma diretamente o
fibrinogénio em fibrina (ROSENFELD et al, 1959; LOBO DE ARAUJO et
al, 2001) principalmente pela presenga de proteases que atuam em pontos
especificos da cascata de coagulagio (NISHIDA et al, 1994).

— produzir hemorragia local e sistémica, que pode ocorrer nos pulmdes,
cerebro e rins. As toxinas hemorragicas sdo bioquimicamente caracterizadas
como zinco metaloproteinases, tendo sido isoladas de venenos de serpentes
crotalinae e viperidae (BORKOW et al, 1993; FRANCESCHI et al, 2000).
Trabalhos recentes tém evidenciado que a série de enzimas responsaveis pelo
efeito hemorragico também estio envolvidas na patogepia de mionecrose
local, lesdo tecidual, edema e outras reagGes associadas com inflamacdo.
Algumas metaloproteinases induzem hemorragia por afetarem diretamente os
capilares sangiiineos, destruindo a l4mina basal ¢ a matriz extracelular,
levando a rupturas vasculares e a0 extravasamento de sangue dos capilares
para o intersticio da regido da picada (ROSENFELD, 1971; GUTIERREZ
et al 1981; BARRAVIERA ¢ PEREIRA, 1994). Fias também liberam
cininas 4 partir do cininogénio, potencializando o efeito hemorragico local e

sistémico, além de ocasiopar uma série de alteragdes morfolégicas e
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funcionais em células endoteliais “in vivo” e prejudicar a regeneragio do
musculo esquelético afetado. Na resposta inflamatéria local caracteristica do
envencnamento Bothrdpico, as metaloproteinases induzem o edema

(GUTIERREZ e RUCAVADO, 2000).

— causar pronunciado efeito local, como edema, dor, hemorragia e necrose
tissular (ROSENFELD, 1971; BOLANOS, 1982) que pode ocasionar
seqiielas como perda de tecido e até amputacdo da extremidade afetada
(BRAZIL, 1911; CHEYMOL et al, 1968).

— causar faléncia renal aguda, secundaria a necrose tubular e ocasionalmente
glomérulonefrite (AMARAL et al, 1986; REZENDE et al, 1989; BOER-
LIMA et al, 1999).

— induzir um bloqueio neuromuscular do tipo ndo despolarizante, que se
desenvolve lentamente, com antagonismo parcial ou imperfeito pelo
anticolinesterasico e com vagarosa reversibilidade. Como a resposta contratil
a estimulagdo indireta ¢ bloqueada antes da redugdo a resposta das
estimulagbes diretas no musculo, o sitio de bloqueio primario ocorre
certamente na jungio neuromuscular (CHANG, 1979).

O veneno das Bothrops jararacussu, Bothrops insularis ¢ Bothrops
neuwedi causa um bloqueio neuromuscular nas preparagdes de nervo frénico
diafragma de camundongos ¢ de miisculo biventer cervicis de pintainho
(HELUANY et al, 1992; COGO et al, 1993; ZAMUNER et al, 1996).

O tratamento do acidente Bothrépico consiste em se internar o paciente,
coloca-lo em repouso e na posi¢do de drenagem postural para que ocorra a
remissdo mais rapida do edema. Quando necessario, deve ser feito o

tratamento local das lesSes com banhos anti-sépticos e quando houver
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infec¢do secunddria indica-se a terapia com antibidticos. Imunoprofilaxia
contra o tétano deve ser realizada e o soro antiofidico deve ser administrado o
mais precocemente possivel, em dose Unica, por via intravenosa de
preferéncia, com o objetivo de neutralizar o veneno antes que ele tenha
causado dano (BARRAVIERA e PEREIRA, 1994).

O género Bothrops no continente americano apresenta 3 espécies
endémicas: Bothrops insularis (pa ilha da Queimada Grande, costa do
Brasil), Bothrops carabeus (em Santa Lucia, nas Antilhas) ¢ Bothrops
lanceolatus (na ilha da Martinica, América Central) (HOGE ¢ ROMANO,
1978,1979; WUSTER et al, 1997).

1.2 BOTHROPS LANCEOLATUS

A Bothrops lanceolatus ou FER DE LANCE, foi descrita pela primeira
vez por Lacépede em 1789. Ela é uma serpente de grande porte, com
tendéncias arboricolas, habitante de encostas rochosas das florestas tropicais e
tmidas da ilha da Martinica, no Caribe, América Central (CAMPBELL e
LAMAR, 1989). Essa serpente € responsdvel, aproximadamente, por 20
envencnamentos ao ano, que correspondem a 20% dos acidentes ocorridos na
ilha (THOMAS e TYBURN, 1996).
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FIGURA 2 - Incidéncia da Bothrops lanceolatus nas encostas rochosas

das florestas tropicais e Gmidas da itha da Martinica, no Caribe.
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O envenenamento pela Bothrops lanceolatus, apresenta alteragdes
locais como edema e dor, ¢ alteragbes sistémicas como embolia pulmonar,
enfarte do miocéardio, enfarte cerebral, hemorragia, trombose, choque
hipovolémico e, ocasionalmente, trombocitopenia e coagulagdo
intravascular disseminada. A terapia anticoagulante preventiva e a
soroterapia especifica apresentam eficacia limitada na prevencéo dessas
complicagfes, porém as alteragSes trombéticas néio sdo observadas quando
o antiveneno ¢ administrado até seis horas ap6s a picada (THOMAS et al,
1998).

Apesar de, at€¢ hoje, terem sido realizados poucos estudos
experimentais com esse veneno, constatou-se que ele apresenta a maioria
das atividades biologicas das Bothrops brasileiras e que ¢ veneno bruto de
Bothrops lanceolatus apresenta alta atividade caseinolitica, fosfolipésica,
esterolitica ¢ hemorragica (LOBO DE ARAUJO et al, 1990). Também
foi identificada, isolada e caracterizada uma fosfolipase A2 d4cida, nfo
toxica em camundongos ¢ pintainhos e uma enzima fibrino(geno)litica (ndo
hemorragica ¢ com atividade esterolitica) (LOBO DE ARAUJO et al,
1994; LOBO DE ARAUJO et al, 1998). Além disso, em estudos recentes
também foi purificada e caracterizada uma protease caseinolitica (LOBO
DE ARAUJO et al, 2002) ¢ uma metaloproteinase hemorragica
(STROKA et al, 2004).

A atividade fosfolipasica dos venenos de serpentes leva a importantes
eventos celulares. Entre eles, temos a liberac8o de acido araquidbnico ¢
lisofosfolipideos de membranas celulares, levando a formagio de
prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos e o fator ativador de plaquetas
(PAF). Além disso, a lesfo tecidual feita por outros componentes do
veneno podem ativar fosfolipases endbgenas que também resulta na

liberagio de eicosandides e PAF (GUTIERREZ ¢ LOMONTE, 1989).
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A fosfolipase A2 (PLA2) purificada do veneno de Bothrops
lanceolatus apresenta uma atividade anticoagulante que explica varios dos
efeitos desse veneno na coagulagio sangiiinea (LOBO DE ARAUJO et al,
2001). No entanto essa PLAZ2 nio € toxica quando injetada “in vivo” em
camundongos ou pintainhos ¢ ndo produz bloqueio neuromuscular na
preparagdo misculo biventer cérvicis de pintainho (LOBO DE ARAUJO,
1990).

A protease caseinolitica caracterizada do veneno foi capaz de induzir

um bloqueio neuromuscular na preparagdo misculo biventer cérvicis de
pintainho ¢ de causar uma despolariza¢do na preparacdo nervo frénico-
diafragma de camundongos. Essa proteina purificada apresentou esta
atividade caseinolitica, mas ndo atividade fosfolipasica A2.
A preparagio de pintainhos se mostrou mais sensivel a essa proteina do que
a preparacgiio de camundongos, e essa baixa sensibilidade dos camundongos
pode explicar essa pequena despolarizagdo induzida na preparagio nervo
frénico-diafragma (LOBO DE ARAUJO et al, 2002).

Até agora essa € a primeira fracdo caseinolitica que apresentou
atividade neuromuscular, o que sugere que possam existir muitas outras
proteinas, ainda nio isoladas nos venenos Bothrépicos, capazes de alterar
as fungdes neuromusculares.

A dose letal 50 (DL 50) do veneno de Bothrops lanceolatus em
camundongos ¢ pintainhos foi determinada pelo método de Weil (1952),
segundo LOBO DE ARAUJO (2002) ¢ apresentou os seguintes

resultados:

Camundongos — 9,6 (8,1 a 11,4) mg/kg

Pintainhos — 6,2 (5,4 a 7,2) mg/kg
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O veneno de Bothrops lanceolatus também foi injetado “in vivo” em

camundongos. Ocorreu um aumento na permeabilidade vascular causando
edema, mediado principalmente por produtos da lipo e cicloxigenase,
também apresentou atividade coagulante, hipotens@o por vasodilatagio
periférica, indugfo de migracdo leucocitaria abundante e hemorragia
(quando doses elevadas do veneno foram empregadas) (LOBO DE
ARAUJO et al, 2000; FARIA et al, 2001; GUIMARAES et al, 2004). A
injecdo intramuscular do veneno em pintainhos provocou perda de
equilibrio, parada respiratoria e head drop (flacidez do pescogo) (LOBO
DE ARAUJO et al, 1995).
Conseguiu-se obter um bloqueio da atividade hemorragica, assim como
uma reduc¢éo do edema, em ratos, quando o veneno foi submetido, antes de
injetado, a um tratamento fisico (aquecimento) (FARIA et al, 2001) ¢
também quando submetido a um tratamento quimico (adicio de EDTA)
(GUIMARAES et al, 2002). Diante disso podemos concluir que o
componente hemorragico do veneno € termo e quimio-sensivel.

A preocupagido e empenho no tratamento de envenenamentos causados
por serpentes venenosas existem pelo grande ntmero de pessoas
envolvidas, chegando a ser um problema de satde piblica, principaimente
em regides tropicais e subdesenvolvidas.

Atuaimente, o tratamento conhecido e eficiente nos casos de acidentes
ofidicos € a soroterapia especifica (WARREL, 1992) tendo sida
introduzida por Calmete em 1984. Antivenenos ou 0s soros comerciais sdo
na sua matoria produzidos por imunizac#o de cavalos e sdo constituidos por
imunoglobulinas (IgG) intactas ou fragmentos F (ab). De 5 a 13 % dos
anticorpos ou seus fragmentos, ligam-se especificamente aos componentes
do veneno usado para imunizar o cavalo. Apesar dos venenos serem muito

téxicos € apresentarem uma mistura complexa de macromoléculas, com
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varios epitopos capazes de estimular vérios clones de linfécitos, os
anticorpos secretados sdo fracos imundgenos (SJOSTROM et al, 1994).

A especificidade dos soros antiofidicos foi constatada (VITAL
BRAZIL, 1901), pois no mesmo género de serpentes existem diferencgas
significativas na composi¢io dos venenos quanto a toxicidade, letalidade
atividade enzimatica, efeitos locais causados e aspectos imunoldgicos
(CHIPPAUX et al, 1991). Estas variagdes devem-se em parte, as
diferentes localizagbes geograficas e ontogénicas das serpentes, tendo
implicages praticas no esquema de produgdo de antiveneno. Por isso é
recomendada uma regionalizagio da producdo desse antiveneno
(GUTIERREZ et al, 1990), ja que sua habilidade neutralizante contra um
veneno especifico, depende desse veneno incluido na mistura antigénica
(GUTIERREZ et al, 1981) .

A variabilidade antigénica de venenos do género Bothrops, parece
estar relacionada com as atividades: proteolitica, fosfolipasica ¢
edematogénica. Embora o emprego da soroterapia seja eficaz no tratamento
das alteracGes sistémicas, decorrentes dos envenenamentos, as lesdes locais
sdo dificilmente neutralizadas por antivenenos especificos, mesmo logo
apoés o acidente (GUTIERREZ et al, 1981; LOMONTE, 1985;
LOMONTE et al, 1987), com isso existe a necessidade de alternativas
complementares & soroterapia para o tratamento dessas lesdes locais.
Algumas hipoteses sdo sugeridas para explicar a ineficicia do antiveneno

contra os efeitos locais:

1) os efeitos locais em geral instalam-se rapidamente, o que , mesmo
com a administra¢do do soro, dificultaria sua neutralizacdo pelos
anticorpos, que chegariam no local da picada depois que o efeito ja
se estabelecera (GUTIERREZ et al, 1987).
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2) a maioria dos componentes do veneno, responsaveis pelos efeitos
locais, s&o proteinas de baixo peso molecular (TU, 1982), sendo
pouco imunogénicas em cavalos (GUTIERREZ et al, 1985).

Por 1550 0s antivenenos convencionais nio apresentariam anticorpos
capazes de neutralizar os constituintes responsaveis por esses
efeitos locais (FERREIRA et al, 1992).

Quando o soro especifico nfo ¢ imediatamente administrado ou
quando € contra indicado devido a reagdes séricas tardias, usa-se
anticolinesterasicos para reverter temporariamente o0s sinais de
envenenamento, associado a pré tratamento com sulfato de atropina (6
mg/adulto) para bloquear os efeitos muscarinicos da acetilcolina (GOLD,
1995).

Em virtude da relevancia do edema nos envenenamentos Bothrépicos,
€ necessario identificar e caracterizar os componentes responsaveis por esse
efeito, como também estudar seu mecanismo de a¢fo, a fim de verificar
novas estratégias terapéuticas para confrontar com a ineficiéncia do
antiveneno em neutralizar este significante efeito local.

Antes da utilizacio da soroterapia, 0s envenenamentos por serpentes
do género Bothrops, apresentavam progndstico de morte de 2 a 3 %, ja
hoje com a terapia soroterapica, essa porcentagem caiu para 0,5 a 0,6 % de
morte, demonstrando a importancia desse tratamento.

A meta desse trabalho foi estudar o veneno de Bothrops lanceolatus ¢
investigar seu modo de a¢o na jungdo neuromuscular € no musculo
esqueletico. Os resultados desse estudo contribuirdio para a caracterizagiio
desse veneno e, com isso, sua comparagdo com a a¢do de outros venenos
Bothrépicos ja descritos. Isso poderd ser ftil no tratamento de futuros

acidentes envolvendo essa serpente, pois os estudos farmacoldgicos e
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bioquimicos dos venenos e suas toxinas possibilitam adquirirmos
conhecimentos da fisiopatologia dos envenenamentos e serem instituidas
medidas racionais e eficientes a serem acrescentadas ao tratamento
soroterapico.

Embora os venenos de Serpentes sempre tenham representado de certa

forma uma ameaca, atualmente muitos deles tem sido empregados como
agentes terapéuticos para tratamentos de varias patologias. Um exemplo
disso foi a descoberta de Ferreira ¢ Rocha Silva em 1965 do fator
potenciador de bradicinina (BPF) & partir do veneno de Bothrops jararaca
que foi utilizado como modelo para a sintese de um medicamento utilizado
contra a hipertenséo , o Captopril®,
Além disso, componentes isolados de venenos ofidicos revelaram-se
extremamente uteis em diferentes dominios bioldgicos como, por exemplo,
foi o isolamento do ativador do fator X da coagula¢io do veneno da vibora
de Russell, Daboia (vipera) russelli que permite dosar o fator x
plasmatico humano (BACHMAN et al, 1959; DENSON, 1961; AURELL
et al; 1977).

Seguindo esse pensamento, nosso estudo também pretende contribuir
para esclarecer fendmenos fisiolégicos e fisiopatolégicos do organismo,
além das relagOes taxondmicas entre as serpentes venenosas, permitindo
talvez o desenvolvimento de substéncias promissoras na terapéutica. Além
disso, ele € mais uma ferramenta de trabatho em novas pesquisas, néo s6

farmacologicas, como fisiologicas ¢ patologicas.
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2-Objetivos

Os objetivos desse estudo foram:

- verificar a a¢@o do veneno de Bothrops lanceolatus na juncgio

neuromuscular e no miscule esquelético de camundongos.

— avaliar a capacidade do veneno de causar bloqueio

neuromuscular, definindo sua agéo pré e/ou pos sindptica.
— avaliar se a agéo desse veneno ocorre predominantemente nos
receptores colinérgicos nicotinicos ou se também atua na fibra

muscular.

— avaliar se o bloqueio produzido pode ser revertido pela

neostigmina e pela 4-aminopiridina.
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3-Materiais € Métodos

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados:

- CAMUNDONGOS Balb/c machos, de 8 4 10 semanas de vida (20 4 25g
de peso), provenientes do Centro Multi-Institucional de Bioterismo da
UNICAMP (CEMIB) (Campinas SP), foram mantidos no Biotério do
Departamento de Farmacologia, a temperatura ambiente de 24°C, com
iluminagdo didria de 12h, agua e ragdio ad libtum, até a realizagio dos

experimentos.

- PINTAINHOS de linhagem HY line W36, de 4 4 8 dias de vida (40 4 50
g de peso) fornecidos pela Granja ITO S/A (Sumaré, SP), foram mantidos
no Biotério do Departamento de Farmacologia, em gaiolas com 4gua e

racdo ad libtum até a realizagdo dos experimentos.

3.2 VENENO

O veneno de Bothrops lanceolatus foi gentilmente cedido, pela Profa.
Dra. Albetiza Lobo de Aradjo, do Departamento de Farmacologia da
UNICAMP, sendo proveniente da Unité des Venins do Instituto PASTEUR
(Paris, Franga).

O veneno foi dissolvido em solugdo nutritiva de Tyrode (solucdo mée
de 200mg/ml), estocado 4 —20°C e descongelado imediatamente antes do

uso.
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3.3 ELEICAO DA DOSE DE VENENO UTILIZADA

Para eleger a dose adequada do veneno de Bothrops lanceolatus em
nosso estudo, realizamos varios experimentos na prepara¢do nervo frénico-
diafragma de camundongo, sob estimulaciio elétrica indireta, utilizando
doses de 15, 18, 20, 40 ¢ 60 pg/ml. Avaliamos o bloqueio da transmissdo
neuromuscular e seu tempo de instalaco.

Dentre as doses testadas, a dose de 20 pg/ml foi a menor dose que
demonstrou efeitos constantes e resultados nitidos, num periodo de tempo

viavel.

3.4 ESTUDOS BIOLOGICOS

3.4.1 PREPARACAO NERVO FRENICO-DIAFRAGMA DE
CAMUNDONGO

Os camundongos foram anestesiados com hidrato de cloral a 10% (de
3 a 5 mg) por via intraperitoneal e foram sacrificados pela sangria da
seccdo dos vasos cervicais do pescogo. A retirada e montagem da
preparacdo nervo frénico-diafragma seguiu a técnica descrita por
BULBRING (1946) adaptada para camundongo. Através da abertura do
torax do camundongo, retira-se o hemidiafragma esquerdo com porgéo do
nervo frénico correspondente (nas preparagdes destinadas a estimulagdo
elétrica indireta). A preparacdo é fixada em uma cuba, mantida em um
banho de 5 ml de solucdo de Tyrode como meio nutritivo, tendo
composi¢cdio em mM de: NaCl 137; KCI 2,7; CaClkz 1,8; NaHCO3 11,9;
MgClz 0,25; NaH2POs 0,3 e glicose 11,0. A solucdo € mantida a uma
temperatura de 37°C e constantemente aerada com um borbulhamento de

carbogénio (95% Oz e 5% CQO2). Um eletrodo bipolar é colocado em tomo
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do nervo frénico para a estimulacdo elétrica indireta, proveniente de um
estimulador Grass S88 (0,1 Hz de freqiiéncia, 0,2 ms de duragdo ¢
voltagem maximal). A preparagio é mantida com uma tensdo de 2,5g. As
contragdes musculares sfo registradas em fisiégrafo Goud RS 3400, através
de um transdutor isométrico Load Cell BG 50 GMS.

Nas preparacdes destinadas a4 estimulacio elétrica direta do
diafragma, o método utilizado para retirada ¢ montagem da preparacio foi
0 mesmo, porém ndo houve a preocupacdo em preservar e isolar o nervo
frénico presente. Nesses experimentos foram utilizados pulsos supra
maximais (0,1 Hz, 2ms, 80 V), que também foram registrados no
fisiografo.

Em todos o0s experimentos, sob estimulagio elétrica direta ou indireta,
antes da adi¢do do veneno ou de outros farmacos utilizados, esperou-se a
estabilizacdo das preparacgdes por aproximadamente 10 minutos.

Utilizamos drogas como a neostigmina (Neo; 5,8uM) e a 4-
aminopiridina (4AP; 53uM) apds a adi¢do do veneno, para observarmos
suas capacidades de antagonizarem os efeitos produzidos pelo veneno na
transmissdo neuromuscular, sob estimulacio elétrica indireta.

Investigamos se o veneno de Bothrops lanceolatus estaria causando
algum dano (na dose estudada) nas fibras musculares (sob estimulacio
elétrica direta), ao ponto de alterar as contragbes musculares apresentadas
antes de sua adigfio. Para isso adicionamos primeiramente a d-tubocurarina
(10 pg/ml), estimulamos indiretamente até que ela tenha provocado o
bloqueio neuromuscular caracteristico (por ser um antagonista competitivo
da acetilcolina, ela ocupa os receptores colinérgicos nicotinicos sem ativa-
los) e entfio passamos a estimulacdo elétrica direta da preparagdo, com a

certeza de que a transmissdo sinaptica esta blogueada.
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3.4.2 PREPARACAO DIAFRAGMA CRONICAMENTE
DESNERVADO DE CAMUNDONGO

Os camundongos foram desnervados pela técnica de VITAL
BRAZIL (1965). Foram mantidos anestesiados com éter etilico ¢
colocados em posi¢do dectibito lateral direito. Apés prévia depilagdo local,
faz-se uma incisdo de aproximadamente 0,5 cm, perpendicular 3 linha
mediana, no ter¢o inferior da regifio lateral do torax esquerdo. Essa incisdo
compreende a pele e a camada muscular delgada que recobre a regifio. No
espago intercostal, corta-se com wuma tesoura uma pequena por¢do dos
musculos intercostais € com o auxilio de um bastdo de vidro de
extremidade recurvada, prende-se e traciona-se o nervo, trazendo-o para as
bordas da inciséo, onde € cortado. Apés isso sutura-se a pele com um ou
dois pontos conforme o tamanho da incisfo. Recuperados da anestesia os
camundongos, apds 15 a 20 dias da desnervago, sdo sacrificados para a
montagem da preparagdo com o hemidiafragma esquerdo desnervado,
através da técnica utilizada para a montagem da preparagdo nervo frénico-
diafragma.

O diafragma cronicamente desnervado ¢ mantido sob uma tensdo
constante de 2,5 g através de um fio preso & sua por¢do tendinosa ¢ ao
transdutor isométrico Myograph F-60 (Narco Bio-Systems, Inc) acoplado a
um fisiégrafo Narcotrace 40 (Narco Bio-Sistems, Inc).

Antes da adigdo do veneno adiciona-se acetilcolina (36 uM) tendo
com isso uma curva controle {(contratura). Depois disso adicionamos o
veneno, deixando-o incubado por 20 min e 40 min e ap6s cada intervalo de
incubagfio repete-se a adi¢do de acetilcolina para comparar com a curva
controle. Apos cada adigdo de acetilcolina e observagio da resposta na
contragdo do diafragma, realizam-se lavagens sucessivas da preparagfo

(cinco lavagens) com solucdio de Tyrode. A preparagdo € mantida sob
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estimulag@o elétrica direta (estimulador Grass S 48; pulsos supra-maximais
de + 80V com 2 ms de duragéo ¢ 0,1 Hz de freqiiéncia) até a realizacédo das
curvas de acetilcolina, quando o estimulador é desligado . Ele ¢ ligado

novamente apos o registro de cada curva de acetilcolina.

3.4.3 PREPARACAO MUSCULO BIVENTER CERVICIS DE
PINTAINHO

A preparagio musculo biventer cérvicis de pintainho seguiu o método
descrito por GINSBORG ¢ WARRINER (1960). Pintainhos de 4 a 8 dias
foram anestesiados com éter etilico e sacrificados. O miisculo biventer
cérvicis € isolado, retirado e fixado em uma cuba, onde é mantido em
banho de 5 ml de Krebs como solugfo nutritiva, tendo composi¢do em mM:
NaCl 136; KCI 5,0; CaClz 2,5; MgS0s 1,2; KH2PO4 1,2; NaHCO:3 119 e
glicose 11,2. A solugdo foi mantida a 37°C e constantemente aerada com
um borbulhamento de carbogénio (95% O2 e 5% COz2). A preparagio é
submetida a uma tensdo de 0,5 g, estimulada por meio de eletrodos
bipolares (estimulacio de campo). A estimulacgio elétrica ¢ feita através de
estimulador Grass S88. Na estimulagdo elétrica indireta sio aplicados
pulsos supra maximais de 0,1 Hz de freqiiéncia, 0,2 ms de duracio e
voltagem de 7V (para estimulagdo elétrica direta no musculo usou-se
voltagem acima de 9V, pois a partir de 9V ja é considerada estimulacgo
elétrica direta).

Como na preparacio diafragma cronicamente desnervado de
camundongo, adiciona-se acetilcolina (36uM) para obtencio de uma
resposta contraturante controle. Apés isso adiciona-se o veneno para ficar
encubando e depois realizar nova contratura de acetilcolina e poder

comparar o resultado com a curva controle.
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3.5 ESTUDOS ELETROFISIOLOGICOS

Para o estudo dos potenciais bioelétricos de repouso de membrana e de
placa terminal em miniatura (pptm), foram realizados experimentos
utilizando as preparagdes nervo frénico-diafragma de camundongo.

A preparagdo € montada horizontalmente com a superficie tordxica
voltada para cima e fixada com alfinetes em uma cuba perspex “Dow
Coming-Sylgard” (10 cm de comprimento, 5 cm de largura e 2 cm de
altura) contendo 10 ml de solugfo nutritiva de Tyrode e aerada com
carbogénio.

A realizagio das observagdes eletrofisiolégicas & feita colocando-se a
cuba na platina do microscopio, usando-se a técnica convencional de
registros com microeletrodos de vidro (FATT e KATZ, 1951). Os
microeletrodos sdo preparados no préprio laboratorio, com o auxilio do
“Microelectrode Puller” (modelo 8104, Palmer), sdo preenchidos com KCl
3M, tendo uma resisténcia de 5-20 MQ e sido conservados em geladeira.
Para sua confecgdo utilizam-se tubos de vidro apropriados (capilares de

vidro Clark com microcapilar interno que facilita o preenchimento com
KCI).

3.5.1 DESCRICAO DO CIRCUITO

O microeletrodo (Me) ¢é fixado em sua extremidade posterior a um
suporte apropriado de acrilico. A fixagdo do Me, na parte 4ntero-inferior do
suporte, € feita através de um tubo de aco inox com rosca externa e porca
conica de metal com orificio central (suficiente para a mtroducio do Me),
junto com um anel de vedagfio de polietileno. Na parte postero-inferior do

suporte, sai um fio de platina que € unido a um seguidor catddico através de
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um fio condutor. A conexfo entre Me ¢ o fio de platina & feita através de
um vaso comunicante preenchido com KCl (3 M), Na extremidade superior
do suporte, os orificios do vaso comunicante sfo vedados por uma
laminula, mediante uma delgada camada de vaselina em pasta. O suporte &

fixado ao brago de um micromanipulador Jena (Alemanha) acoplado a um

o , W‘ﬁﬁﬁﬁa

microscopio eletroscopico Zeiss com aumento de até 40 vezes. Este
equipamentc permite realizar pequenos deslocamentos horizontais e
verticais, controlando a introdugio do Me nas fibras musculares, para as
medidas dos potenciais de repouso de membrana e captagfio dos potenciais
de placa terminal em miniatura (mepp’s ou pptm). O seguidor catodico &
posicionado proximo ao brago do micromanipulador e conecta-se ao canal
do ociloscopio (Tektronix 5103N com médulo 5A 22N “Diferential Ampl”
e 5B 12N “Dual time Base™). O eletrodo indiferente constitui-se de um fio
de platina, incluido em tubo de vidro submerso em mercario vivo, onde se
coloca um tubo curvo (para adaptagdo da cuba) preenchido com &gar-
salina. A preparagdio ¢ toda a aparelhagem empregada permanecem no
interior de uma gaiola de Faraday, montada sobre uma mesa rigida, fixada
no solo a fim de evitar vibragdes. A descrigio do circuito apresenta-se na

pégina a seguir:

R
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FIGURA 3 — Fsquema do circuito para registro eletrofisiolégico dos
potenciais de repouso e de placa terminal em miniatura —

A — Circuito simplificado

B — Circuito simplificado para obtengfo de resisténcia do Me
C — Circuito para medida da resisténcia do Me
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3.5.2 MEDIDA DE RESISTENCIA DO MICROELETRODO

ApOs a retirada do seu suporte de estocagem, o Me é encaixado no
suporte de acrilico. O conjunto € fixado no brago do micromanipulador,

ligando-se o fio condutor ao seguidor catddico.

A medida da resisténcia do Me ocorre, mergulhando-o na solucio
nutritiva e introduzindo, em paralelo no circuito, uma resisténcia de valor
conhecido (20MQ). Sdo desprezados os Me cuja resisténcia ndo esta

compreendida entre 5 e 20 MQ.

3.5.3 POTENCIAL DE MEMBRANA EM REPOUSO

Para a determinacfo do potencial de repouso de membrana das fibras
musculares, os Me sdo inseridos intracelularmente sobre as fibras
musculares superficiais, com o auxilio do microscopio ¢ mede-se o
deslocamento vertical sofrido pelo feixe no osciloscopio, no momento da
inserc@o. Repete-se 0 mesmo procedimento em cinco fibras distintas em
periodo nfo superior a um minuto, calculando-se a média aritmética e o
erro padrio das leituras realizadas. Determina-se o potencial de repouso de
membrana, multiplicando-se o valor da média por um fator de corregdo
(fc). Este ¢ estabelecido aplicando-se ao circuitc um sinal de 100 mV ¢
medindo-se a deflexdo correspondente no osciloscopio (fc = 100/deflexdo
correspondente).

O efeito do veneno de Bethrops lanceolatus sobre o potencial de
repouso de membrana foi avaliado utilizando-se a dose de 20 pg/mi. Para
isso realizou-se primeiramente um controle (antes de adicionar ¢ veneno), €
depois as medig¢Oes apds 10, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos da adigdo do

veneno. Para cada intervalo de tempo sdo feitas cinco medi¢des em cinco
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regides distintas das fibras musculares. Os valores obtidos sdo comparados

com os valores do controle.

3.5.4 POTENCIAL DE PLACA TERMINAL EM MINIATURA
(pptm)

Para captar o potencial de placa terminal em miniatura, o0 Me ¢
implantado junto, ou o mais préximo possivel, da regifio da placa terminal
motora.

Os pptm’s sdo registrados primeiramente para termos um controle.
Depois adiciona-se o veneno de Bothrops lanceolatus ¢ observa-se as
alteragbes na freqiiéncia e amplitude dos potenciais. Utilizamos
Neostigmina (5,8 pM) e 4-aminopiridina (53 M) para tentarmos reverter ¢
bloqueio produzido pelo veneno. Os pptm’s sdo fotografados em filme

“Polaroid” por uma cdmera osciloscope (modelo C-5A).

3.6 ANALISE ESTATISTICA
A significincia para as diferencas observadas foi determinada pelo teste

t — Student, com o valor de p < 0,05. Os resultados foram €Xpressos como a

média % erro padrdo (X £ e.p.).
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4-Resultados
4.1 ESTUDOS MIOGRAFICOS

4.1.1 PREPARACAO NERVO FRENICO-DIAFRAGMA DE
CAMUNDONGO

4.1.1.1 Estimulacgio elétrica indireta

A adigdo de 20pg/ml do veneno de Bothrops lanceolatus produziu
inicialmente aumento na amplitude das contragdes musculares além de
contragdes espontdneas (fig.5) e posteriormente provocou diminui¢io
nessas contragdes até a obtengdo de um bloqueio neuromuscular de 70 %
(porcentagem média estipulada para observaglo dos efeitos do veneno)
(fig.4). O tempo para levar a esse bloqueio, foi de 182,6 + 15,7 min.

Na reversdo do bloqueio neuromuscular produzido pelo veneno, a
neostigmina (Neo, 5,8uM) antagonizou parcialmente esse bloqueio (64,4
9,2 %) (fig.6), }a a 4-aminopiridina (4-AP, 53uM) antagonizou totalmente o
bloqueio (fig.7).

—O aumento inicial das contragbes musculares e as contragdes
espontdneas demonstram facilitagio da transmissfo neuromuscular e

discreto aumento na liberagfo de ach, sugerindo acfo pré-sinaptica

—A reversdo do bloqueio, sugere acdo nos receptores nicotinicos pos-

sindpticos
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2min

FIGURA 4 - Efeito do veneno de Bothrops lanceolatus (20 pug/ml) sobre
a amplitude das respostas musculares, na preparagio nervo frénico-
diafragma de camundongo, sob estimulacfo elétrica indireta (n=4).

A — Controle (7 min) e (») Adi¢do do veneno de Bothrops lanceolatus
(20pg/ml)

B ~ 34 min apds adigdo do veneno

C — 58 min ap6s adicdo do veneno

D ~ 96 min apds adigio do veneno

E — 126 min ap6s adi¢do do veneno

F — 174 min ap6s adi¢@io do veneno ¢ (T) bloqueio neuromuscular de 70%
(182,6 £ 15,7 min)
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2 min

FIGURA § - Efeito do veneno de Bothrops lanceolatus (20 pg/ml) sobre
a amplitude das respostas musculares, na preparagéo nervo frénico-
diafragma de camundongo, sob estimulago elétrica indireta (n=4).

A — Controle (8 min) e (») Adi¢80 do veneno de Bothrops lanceolatus

(20pg/ml)
B — 50 min ap6s adi¢do do veneno

C — 90 min apés adigéio do veneno e (*) notar as contragdes espontineas
produzidas
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FIGURA 6 - Efeito da neostigmina sobre o bloqueio neuromuscular
produzido pelo veneno de Bothrops lanceolatus (20 pg/ml), na preparacéo
nervo frénico-diafragma de camundongo, sob estimulagéio elétrica indireta
(n=5).

A — Controle (9 min) e (¢) Adi¢fio do veneno de Bothrops lanceolatus

(20ug/mi)
B — 62 min apds adi¢3o do veneno

C — 135 min ap6s adigdo do veneno e (¥) Adi¢do de neostigmina (5,8uM)
ap0s o bloqueio neuromuscular produzido (158 + 26,8min)
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125¢

FIGURA 7 - Efeito da 4-aminopiridina sobre o blogueio neuromuscular
produzido pelo veneno de Bothrops lanceolatus (20 pg/ml) na preparagdo
nervo frénico-diafragma de camundongo, sob estimulagéo elétrica indireta
(n=5).

A — Controle {9 min) e (») Adicdo do veneno de Bothrops lanceolatus
(20ug/ml)

B - 21 min apés adigdo do veneno

C — 44 min apos adi¢do do veneno

D - 127 min ap6s adigéo do veneno e (*) Adigéo de 4-AP (53,0 wM) ap6s
o bloqueio neuromuscular produzido (123,3 + 4,9 min)
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4.1.1.2 Estimulacfo elétrica direta

A preparacdo foi previamente curarizada com d-tubocurarina 10
ug/ml, sob estimulag@o elétrica indireta até obtencio de um bloqueio
neuromuscular completo caracteristico dessa substincia.

Realizou-se entdo estimulagfo elétrica direta e adi¢fo do veneno de
Bothrops lanceolatus (20 pg/ml) a preparacdo. Ap6s 30 min observamos

que ndo houve alteragdo nenhuma na amplitude das contragdes musculares
(fig.8).

—Com 1isso observamos que o veneno, na dose estudada, ndo provoca
nenhum dano nas fibras musculares a ponto de alterar a amplitude das

contragdes apresentadas antes de sua adig@o (confirmando que a acgdo do

veneno se da provavelmente na juncio neuromuscular e ndo nas fibras).
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2 min

FIGURA 8 - Efeito do veneno de Bothrops lanceolatus sobre a
preparagdo nervo frénico-diafragma de camundongo curarizada (d-tc 10

pg/ml) (n=4).

A — Controle (10 min) e (*) Adigdo de d-tubocurarina
B-(M Estimulagdo elétrica direta, 30 min ap6s adigio do veneno



Resultados

4.1.2 PREPARACAO DIAFRAGMA CRONICAMENTE
DESNERVADO DE CAMUNDONGO

Adicionou-se primeiramente a acetilcolina (36 pM), para obtengdo de
uma condi¢io controle (no misculo desnervado ocorre a neoformacio de
receptores nicotinicos ao longo de toda a fibra muscular e a adi¢do de Ach
¢ traduzida por uma contratura). A seguir o veneno de Bothrops
lanceolatus (20 pg/ml) foi adicionado e apés um periodo de incubagdo
inicial de 20 min, fez-se novamente estimulo elétrico e adi¢do de Ach. A
seguir procedeu-se a lavagem da preparagdo com Tyrode e apds mais 20
min uma nova estimulagdo elétrica direta e adicdo de Ach. O veneno foi
capaz de bloquear totalmente a resposta contraturante induzida pela
acetilcolina ap6s 20 min de incubacgdo, sem que houvesse modificacdo da

amplitude das contracdes sob estimulo elétrico direto (fig.9).

—Isso pode sugerir uma acfio do veneno nos receptores colinérgicos

nicotinicos pds-sinapticos

67



Resultados
Est. Elét.20 min.
apots adigio do
Veneno
Est Et  Ach Ach  Est Elét Ach
Direta apos 20 min.

de lav. da prep.

ol
+
L
L 3

2 min

FIGURA 9 - Efeito do veneno de Bothrops lanceolatus (20 ug/mi) sobre
a preparagio diafragma cronicamente desnervado de camundongo (n= 4).

— Estimulagfo elétrica direta e adigdio de acetilcolina (36 puM) antes da
adi¢fo do veneno, 20 min apés adi¢do do veneno e 20 min apos lavagem da
preparacéo.
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4.1.3 PREPARACAO MUSCULO BIVENTER CERVICIS DE
PINTAINHO

Realizamos a condigdo controle com a adigdio e conseqiiente contratura
de acetilcolina (36 pM) e entdo adicionamos o veneno de Bothrops
lanceolatus (20 pg/ml). Apds periodo de incubagdo de 20 min e 60 min o
veneno foi capaz de bloquear ou diminuir a resposta contraturante induzida
pela acetilcolina em 4 experimentos (n=8). Diante disso concluimos que o
veneno na dose de 20 pg/ml estd no limiar de agdo na preparagdo biventer
cérvicis de pintainho (fig.10)

—Sugere que o veneno esteja agindo nos receptores colinérgicos

nicotinicos pds-sindpticos (confirmando os resultados obtidos com a

preparagio diafragma cronicamente desnervado de camundongo)
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FIGURA 10 - Efeito do veneno de Bothrops lanceolatus (20 pg/ml)
sobre a preparagdo misculo biventer cervicis de pintainho (n = 8).

A ~ Controle (10 min) e Adi¢o de acetilcolina (36 pM)
B - 20 min ap6s adi¢dio do veneno e Adigfo de acetilcolina (36pM)
C ~ 60 min ap6s adigdo do veneno e Adigdo de acetilcolina (36 uM)

70



Resultados

4.2 ESTUDOS ELETROFISIOLOGICOS

4.2.1 Potencial de membrana em repouso

O estudo do potencial de membrana na preparagio nerve frénico-
diafragma de camundongo mostrou que o veneno de Bothrops
lanceolatus, na dose de 20 pg/ml, ndo produz alteragbes nas medidas do

potencial de membrana das fibras musculares (n=4) (fig.11)

—demonstra portanto que o yeneno nfo possui acfio despolarizante sobre a

fibra muscular esquelética de camundongos, e nem acdes diretas (lesio),

comprovando os resultados obtidos quando se fez estimulacdo elétrica

direta, tanto em diafragmas como no biventer cérvicis de pintainhos
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FIGURA 11 - Efeito do veneno de Bothrops lanceolatus (20 pg/mi)
sobre o potencial de membrana, nas fibras musculares do diafragma de

camundongo (n = 4).

— No gréafico o potencial de membrana foi determinado, onde cada ponto

representa a media * erro padrio de 4 experimentos
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4.2.2 Potencial de placa terminal em miniatura (pptm)

O estudo do potencial de placa terminal em miniatura (pptm) na
preparacdo nervo frénico-diafragma de camundongo demonstrou que o
veneno de Bothrops lanceolatus (20 pg/ml) provocou um progressivo
decréscimo na amplitude e na freqiiéncia desses potenciais até seu total
desaparecimento. Apds esse bloqueio adicionamos a Neostigmina (Neo 5,8
uM) (n=4) que reverteu totalmente a freqiiéncia e amplitude dos pptm’s em
11,6 + 3,6 min (fig.12). Da mesma forma também utilizamos a 4-
aminopiridina (4AP 53 pM) (n=4), que assim como a Neostigmina foi
capaz de reverter totaimente o bloqueio produzido pelo veneno em 5,6 +

0,6 min (fig.13).

—Diante disso analisamos que a a¢fo do veneno tem grande probabilidade

de ocorrer na regido pds-sindptica, nos receptores nicotinicos

E importante salientar que o nosso objetivo € de analisar se ha ou nfo
antagonismo destas drogas frente a0 bloqueio causado pelo veneno em

estudo e ndo por quanto tempo ocorre esse antagonismo.
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FIGURA 12 - Efeito do veneno de Bothrops lanceolatus (20 ug/ml)

~sobre o potencial de placa terminal em miniatura (pptm) e efeito da
neostigmina (5,8 uM) sobre as alteragbes causadas pelo veneno sobre os
potenciais de placa terminal em miniatura (n = 4).

A — Controle (2 seg/cm)

B - Controle com velocidade de 10 mseg/cm

C — 32 min ap6s adi¢do do veneno (2 seg/cm)

D - 32 min ap6s adi¢@o do veneno com velocidade de 10 mseg/cm

E — 8 min ap6s adi¢do de neostigmina (2 seg/cm)

F — 8 min apos adi¢do de neostigmina com velocidade de 10 mseg/cm

74



Resultados
b -
2 seg/cm 10mseg/em

FIGURA 13 - Efeito do veneno de Bothrops lanceolatus (20 pg/ml)
sobre o potencial de placa terminal em miniatura e efeito da 4-
aminopiridima (53,0 uM) sobre as alteragdes causadas pelo veneno sobre os
potenciais de placa terminal em miniatura (n = 4).

A — Controle (2 seg/cm)

B ~Controle com velocidade de 10 mseg/cm

C — 5 min apo6s adic¢do ao do veneno (2 seg/cm)

D -5 min ap6s adigdo do veneno com velocidade de 10 mseg/cm

E — 7 min apés adigdo da 4-aminopiridina (2 seg/cm)

F — 7 min ap6s adi¢do da 4-aminopiridina com velocidade de 10 mseg/cm
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5-Discussao

O veneno da Bothrops lanceolatus, encontrada na itha da Martinica, no
Caribe (América Central), foi até hoje alvo de poucos estudos
experimentais, principalmente quanto a sua atividade na jungdo
neuromuscular ¢ no masculo esquelético.

Nesse estudo foi verificado o potencial neurotoxico e miotdxico desse
veneno nas preparagdes nervo frénico-diafragma de camundongo,
diafragma cronicamente desnervado de camundongo e biventer cérvicis de
pintainho.

Tanto as técnicas miograficas como as eletrofisiologicas utilizadas
favorecem a compreensdo dos mecanismos pelos quais o veneno age,
modificando a transmiss@o normal do impulso nervoso.

Foi demonstrado nesse estudo, que o veneno de Bothrops lanceolatus
na dose de 20 pg/ml, causa alteragbes tanto miograficas como
eletrofisiologicas.

Ap6s estudos realizados com a Bothrops lanceolatus, constatou-se que
seu veneno apresenta a maioria das atividades bioldgicas das Bethrops
brasileiras (LOBO DE ARAUJO et al, 1990).

No Brasil as serpentes do género Bothrops encontradas sio
principalmente as Bothrops jararaca, jararacussu, alternatus e neuwedi.
Os venenos Bothrépicos além de alteragdes sistémicas, algumas vezes
letais, induzem intensos efeitos locais, entre eles hemorragia, edema e
necrose (OHSAKA, 1979; GUTIERREZ E LOMONTE, 1989). Os
venenos Bothrdpicos sfo caracteristicos por causar mionecrose
(GUTIERREZ e LOMONTE, 1995; COSTA et al 1999). As miotoxinas
Bothropicas apresentam uma variada quantidade de atividades das

fosfolipases A2 ¢ juntamente com as metaloproteinases hemorragicas sdo a
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principal causa dos danos locais causados por esses venenos
(GUTIERREZ ¢ RUCAVADO 2000).

Isso difere das caracteristicas dos venenos das serpentes Micrurus
(corais) e Crotalus (cascavéis) (também presentes no Brasil), pois esses
sdo predominantemente neurotdxicos.

As diversificadas agbes dos venenos de serpentes podem ser atribuidas
a componentes ou toxinas especificas, embora seja possivel que diferentes
toxinas possam agir sinergicamente na inducéio de um efeito, assim como
uma mesma toxina pode ter mais de uma agio (JIMENEZ-PORRAS,
1968, 1970; KINI IWANAGA, 1986).

Entre os géneros peconhentos encontrados no Brasil, somente Crotalus
e Micrurus sfio conhecidos clinicamente por interferir na transmissio
neuromuscular, produzindo paralisia da musculatura esquelética. Como os
venenos Bothrépicos ndo produzem sinais aparentes de neurotoxicidade
nos acidentes com essas serpentes (in vive), a insuficiéncia respiratoria
observada em alguns casos € atribuida a um edema pulmonar agudo
(RIBEIRO et al, 1998).

Apesar disso, varios dos venenos Bothrépices, mesmo ndo produzindo
neshum sinal clinico de neurotoxicidade apds o envenenamento em
humanos, podem produzir blogueio neuromuscular em preparagdes
isoladas (in vitro) (RODRIGUES-SIMIONI et al, 1983; HELUANY et
al, 1992; COGO et al, 1993; ZAMUNER et al, 1997; COSTA et al,
1999).

Estudos t€ém demonstrado que o veneno de vérias espécies de Bothrops,
incluindo B. alternatus (ZAMUNER et al, 2004), B. erythromelas
(ZAMUNER et al, 2004), B. insularis (COGO et al, 1993;
RODRIGUES-SIMIONI et al., 2004), B. jararaca (ZAMUNER et al.,
2004), B. jararacassu {(RODRIGUES-SIMIONI et al, 1983;
ZAMUNER et al., 2004), B. leucurus (PRIANTI et al, 2003), B.
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moojeni (ZAMUNER et al., 2004), B. neuwiedi (BORJA-OLIVEIRA et
al., 2002, 2003; RODRIGUES-SIMIONI et al., 2004; ZAMUNKR et al.,
2004) ¢ B. pirajai (COSTA et al, 1999), podem causar bloqueio
neuromuscular em aves ¢ mamiferos in vifro. Além disso, podem produzir
sinais de neurotoxicidade em pintainhos in vivo.

COGO et al, (1993), demonstraram as primeiras evidéncias sobre a
neurotoxicidade do veneno de Bothrops insularis em pintainhos, quando
ap6s injeta-lo observaram perda do tonus muscular, flacidez no pescogo,
apnéia e morte.

Os venenos s@o compostos por misturas de toxinas e segundo
HARVEY et al (1994). as neurotoxinas presentes nos venenos de
serpentes, que causam paralisia neuromuscular, podem agir pré-
juncionalmente, interferindo sobre a liberagdo de acetilcolina ou pés-
Jjuncionalmente, bloqueando os receptores para acetilcolina.

Neurotoxinas que agem pods-sinapticamente podem bloquear as
respostas a acetilcolina assim como causar inibicdo das respostas a
estimulagdo elétrica indireta, porém elas ndo afetam as respostas ao
potassio e a estimulagéo direta no musculo.

A injegdo intramuscular do veneno de Bothrops lanceolatus em
pintainhos provocou perda de equilibrio, parada respiratéria e head drop ou
flacidez do pescogo (LOBO DE ARAUJO et al, 1990).

Em 1996, ZAMUNER et al, relataram que o veneno de Bothrops
neuwiedi quando injetado em aves, também causou head drop, perda do
ténus ¢ insuficiéncia respiratoria.

Isso nos faz concluir que o veneno de Bothrops lanceolatus, assim
como outros do mesmo género, apresenta sinais claros de neurotoxicidade,

ainda que observados apenas nas aves.
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J4 o veneno da Bothrops jararacussu é pouco toxico para aves (quando
testado em pintainhos) e, no entanto, é potente quando testado em
camundongos (VILLARROEL et al, 1979).

Na preparagdo neuromuscular isolada nervo frénico-diafragma de
camundongo com estimulagdo elétrica indireta, apés adi¢fio do veneno de
Bothrops lanceolatus, ocorre um aumento inicial das contragGes
musculares e é possivel notar também a presenca de algumas contragdes
espontineas. Apds isso ocorre uma diminuigdo dessas contragdes at€é a
obten¢do de um bloqueio neuromuscular de 70%, induzido pelo veneno
total.

Diante disso, percebemos que esse veneno induz uma facilitagdo da
transmissd0 neuromuscular nas preparacdbes com camundongos
{mamiferos) antes do aparecimento do bloqueio, o que nfo é muito comum
de ocorrer com os venenos Bothrépicos, embora uma acéo semelhante
tenha sido observada com os venenos de B. insularis ¢ B. neuwedi
(RODRIGUES-SIMIONI et al, 2004) ¢ com a miotoxina PLA2 desses
venenos (OSHIMA-FRANCQO et al, 2004).

Esse efeito sugere ser de origem pré-juncional e ¢ comum de ocorrer
com os venenos Elapidicos. No Brasil, uma das representantes da familia
Elapidae ¢ a cobra coral (Micrurus corallinus) (VITAL BRAZIL ¢
FONTANA, 1983/84).

As manbas africanas como a Dendroaspis angusticeps possuem em
seu veneno um polipeptidio que também exibe este efeito pré-juncional,
aumentando a amplitude das contragdes musculares (HARVEY e
KARILSSON, 1984).

Esse aumento na amplitude das contracbes musculares seguido de um
bloqueio neuromuscular, demonstra um discreto aumnento na liberagio da
acetilcolina. Isso porque, como ndo foi observado nenhum aumento na

freqiiéncia dos potenciais de placa terminal em miniatura (pptm’s) em
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nossos experimentos, essa liberacgo de acetilcolina ndo pode ser muito
intensa. O fato de ocorrer a liberag8o espontinea de acetilcolina demonstra
ndo sé a presenca de uma aclo pré-sindptica do veneno, como reforga a
nossa conclusio de que o veneno de Bothrops lanceolatus realmente
deve possuir uma agfio neurotdxica. Apesar disso, ao longo do trabalho,
percebemos que sua agdo pds-sinaptica prevalece nos resultados obtidos.

As neurotoxinas pos-sinapticas ocupam os receptores colinérgicos
nicotinicos da placa terminal, sem promover despolarizacio da membrana
da fibra muscular e sem alterar a quantidade de acetilcolina liberada. Esse
modo de acdio € semelhante ao curare (curarizagfo), sendo as toxinas
presentes denominadas curaremiméticas. Porém, a combinagdo das
neurotoxinas pos-sindpticas com os receptores ¢ sempre menos reversivel e
se processa lentamente. Os anticolinesterdsicos, como a neostigmina,
podem antagonizar esse blogueio neuromuscular,

A serpente Bungarus multicinctus ¢ um exemplo desse modo de agio,
pois contém em seu veneno uma toxina de agio pos-sindptica irreversivel
denominada o-bungarotoxina, que apresenta estas caracteristicas
(CHANG,1979).

O veneno da Bothrops insularis também demonstra uma de suas agdes
COmOo uma curarizacio, pois apés a administracio de doses variadas desse
veneno em pintainhos, ocorre imobilizagdo em segundos através de uma
flacidez muscular por perda do reflexo e do tonus, caracterizando o
comprometimento da musculatura em geral (COGO, 1991).

Outro mecanismo de ag8io pos-sindptico consiste na dessensibilizacio
do receptor nicotinico (bloqueador nfio competitivo) (CHANGEUX, 1981;
HEIDMANN et al, 1983), onde a afinidade do receptor para as
neurotoxinas se mostra muito aumentada. Porém, essa interacdo
neurotoxina-receptor ndo provoca abertura do canal iénico, logo ndo ocorre

influxo de ions s6dio e consequentemente ndo ocorre o potencial de acdo.
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Apoés o bloqueio neuromuscular produzido pelo veneno de Bothrops
Janceolatus na preparacio nervo-frénico diafragma de camundongo, as
respostas contrateis a estimulacfio elétrica direta ndo se alteraram. Da
mesma forma, quando adicionamos a d-tubocurarina na preparagdo e
esperamos obter o bloqueio neuromuscular caracteristico produzido por
essa substincia, ao realizarmos a estimulagio elétrica direta, antes e depois
da adi¢do do veneno, nfo houve alteragbes na amplitude das contrac¢Ges
musculares apresentadas. Verificamos com isso que o veneno, na dose
estudada, ndo provoca nenhum dano nas fibras musculares a ponto de
alterar a amplitude das contragdes apresentadas antes da sua adig¢do. Isso
confirma uma agdo sobre a jun¢io neuromuscular.

Com a adic@o de neostigmina e 4-aminopiridina ocorre uma reversio
do bloqueio produzido, sendo que com a neostigmina a reverséo € parcial e
com a 4-aminopiridina € total.

O fato de ambas as drogas serem capazes de reverter parcial ou
totalmente o bloqueio neuromuscular induzido pelo veneno de Bothrops
lanceolatus, sugere que esse veneno produza um bloqueio dos receptores
colinérgicos nicotinicos da placa terminal, agindo também como os curares.

COGO et al, 1993, observou em estudo que o veneno de Bothrops
insularis, na preparagdo nervo-frénico diafragma de camundongo, também
provoca um aumento inicial das contragbes musculares seguido de um
bloqueio neuromuscular. Porém esse bloqueio produzido é irreversivel,
pois os autores ndo observaram o antagonismo com a neostigmina em seus
experimentos € concluiram que o veneno apresenta uma a¢do pré-sinaptica,
devido também a um aumento acentuado da freqgiiéncia dos potenciais de
placa terminal em miniatura (pptm’s) provocado apés sua adicéo.

Tanto a preparacéio biventer cervicis de pintainho como a preparacio
nervo frénico diafragma cronicamente desnervado permite identificar o

mecanismo de agdo de uma neurotoxina. Isso porque, havendo presenga de
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contratura & adigéo de agonistas colinérgicos, apés o bloqueio da resposta
contratil evocada, pode indicar atividade em sitios pré-sindpticos. Ja a
atividade pds-sindptica pode ser identificada pela auséncia de resposta aos
agonistas colinérgicos, sem afetar as respostas ao aumento da concentragéio
de potassio ou a estimulo direto (BARRET e HARVEY, 1979).

O veneno de Bothrops lanceolatus, nas preparagdes diafragma
cronicamente desnervado de camundongo, causou um bloqueio da resposta
contraturante induzida pela acetilcolina sem que houvesse modificacio da
amplitude das contragGes sob estimulo elétrico direto.

O fato de o veneno inibir a contratura de acetilcolina pode sugerir a
presenca de toxinas pés-sindpticas, curaremimética (agdo nos receptores
colinérgicos nicotinicos pos-sindpticos) ou dessensibilizantes do receptor
de placa terminal ou até ambas.

Da mesma forma, na preparagdo biventer cérvicis de pintainho,
também houve bloqueio da resposta contraturante induzida pela
acetilcolina. J4 a contratura induzida pelo potassio (KCl) ndo foi inibida
(LOBO DE ARAUJO et al, 2002). Esses resultados confirmam também
uma acdo poés-sinaptica do veneno sobre os receptores colinérgicos
nicotinicos € nio sobre as fibras musculares.

Nos estudos eletrofisiolégicos realizados com o veneno de Bothrops
lanceolatus na preparacio nervo-frénico diafragma de camundongo,
observamos que o veneno na dose estudada de 20 pg/ml, ndo produz
alteragbes nas medidas do potencial de membrana das fibras musculares,
demonstrando que esse veneno ndo possui acio despolarizante sobre a fibra
muscular de camundongos ¢ logo ndo produz lesdes.

FATT e KATZ (1952) verificaram que os potenciais de placa terminal
em miniatura (pptm’s) estdio relacionados com a liberaciio espontinea de

pequena quantidade de aceticolina, denominada quantum.
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No estudo do potencial de placa terminal em miniatura (pptm’s), 0
Vveneno provocou um progressivo decréscimo na amplitude e na freqiiéncia
desses potenciais até seu total desaparecimento. Esse bloqueio foi revertido
pela neostigmina, que restabeleceu totalmente a freqiiéncia e amplitude dos
pptm’s. Da mesma forma a 4-aminopiridina reverte totalmente o bloqueio
produzido. Com isso concluimos mais uma vez que o veneno tem grande
probabilidade de agir nos receptores nicotinicos, na regido pds-sindptica da
placa terminal.

O fato da neostigmina antagonizar o bloqueio dos pptm’s, produzido
pelo veneno, demonstra que pelo menos parie das toxinas pds-sinépticas é
constituida de toxinas de agfo reversivel. Da mesma forma, o antagonismo
exercido pela 4-aminopiridina sobre o bloqueio dos pptm’s, pode significar
a existéncia, no veneno, de toxinas dessensibilizantes do receptor.

Isso porque as aminopiridinas s3o bloqueadoras do canal do potassio
voltagem dependente (YEH et al, 1976; ULBRICHT ¢ WAGNER, 1976;
SCHAUF et al, 1976) ¢ inibidoras da dessensibilizagdo do receptor
nicotinico da placa terminal (VITAL BRAZIL et al, 1983). Na auséncia
de potenciais de agdo, as aminopiridinas ndo alteram a liberacio de
aceticolina. O efeito antagdnico da 4-aminopiridina sobre o bloqueio dos
receptor.

Diante disso ¢ importante destacarmos que como houve reversio do
bloqueio neuromuscular (produzido pelo veneno) pela neostigmina de até
73,6% (64,4 £ 9,2%), concluimos que pelo menos essa porcentagem do
veneno esta agindo nos receptores colinérgicos nicotinicos e é reversivel.
Logo, se houver a presenca de toxinas que ajam por dessensibilizacio do
receptor nesse veneno, essas sO podem representar no maximo 26,4% do
total de toxinas. Consequentemente as 4-aminopiridinas podem estar

agindo tanto pelo bloqueic dos canais de potassio como pela inibicfio da
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dessensibilizacdo dos receptores e talvez isso possa explicar porque a
reversdo do bloqueio pelas 4-aminopiridinas se mostrou mais intenso.

O bloqueio neuromuscular causado pelo veneno pode ser mediado
por proteases tais como a protease caseinolitica identificada nesse veneno
(LOBO DE ARAUJO et al, 2002) ou pelas miotoxinas ainda nfo
identificadas, ja que varias miotoxinas PLA2 dos venenos Bothrépicos sio
conhecidas por afetar a transmissdo neuromuscular nas preparagdes com
mamiferos (HELUANY et al, 1992; SOARES et al, 2000, 2001, 2002,
RODRIGUES et al, 2004).

Devido a agio em conjunto das toxinas que compdem o veneno, &
dificil definir os mecanismos exatos pelos quais esse veneno desencadeia
seus efeitos. Seu fracionamento podera esclarecer tais mecanismos, através
do estudo dos componentes isolados nas preparagdes que utilizamos nesse
trabalho.

Podemos concluir que o veneno em estudo apresenta tanto efeitos
pré-sinapticos como pos-sindpticos e que 0s experimentos in vitro, na dose
estudada (20ug/ml), demonstram que os efeitos pds-sindpticos sdo mais

nitidos.
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6-Conclusoes

Os resultados obtidos nesse trabalho nos permitem levantar conclusdes
quanto a Ag¢do do veneno de Bothrops lanceolatus (Fer de Lance) na

jung¢do neuromuscular e no misculo esquelético:

~+ O veneno de Bothrops lanceolatus induz um aumento inicial das
contragbes neuromusculares seguido por um bloqueio neuromuscular, que é
parcialmente antagonizado pela neostigmina (anticolinesterasico) e

totalmente antagonizado pela 4-aminopiridina (bloqueador de canal de K+).

—  Sob estimulagdo elétrica direta o veneno de Bothrops lanceolatus nio
altera a amplitude da resposta contrétil, o que sugere que ele atue na jungéio

neuromuscular ¢ nfo nas fibras musculares da preparacéo.

— Em prepara¢bes diafragma cronicamente desnervado de camundongos
o veneno de Bothrops lanceolatus inibe a contratura de acetilcolina,

sugerindo uma ac8o nos receptores colinérgicos nicotinicos pés-sindpticos.

—  Em preparac¢bes biventer cérvicis de pintainho, o veneno de Bothrops
lanceolatus bloqueia a contratura de acetilcolina, sugerindo novamente
uma acéo nos receptores colinérgicos nicotinicos pos-sindpticos e ndo nas

fibras musculares da preparacéio.
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—> O veneno de Bothrops lanceolatus ndo produz alteragGes no potencial
de membrana, portanto ndo demonstra possuir agdo despolarizante sobre a

fibra muscular do diafragma de camundongos.

-> O potencial de placa terminal em miniatura ¢ bloqueado pelo veneno
de Bothrops lanceolatus ¢ esse bloqueio ¢é totalmente revertido pela
neostigmina e pela 4-aminopiridina, 0 que sugere a acdo do veneno na

regido pos-sindptica, nos receptores colinérgicos nicotinicos.
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