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ESTUDO DOS EFEITOS DA PECONHA DE Fofbrops insularis
(jararaca ilh8a) SOBRE O MUSCULO DE CAMUNDONGO E PINTAINHO.

INTRODUCAD

f Bothrops fnsuiaris (Amaral, i984y & conhecida
poplargente coma jaravaca  ilkhda . Fal descvita psls
primelva ves oy Amaval (1981s; L5EAD e ne SROCR

zilizava we sstudo  sobve a biologis dos ofidios do Brasil.

&

g oums gspdoie exelusivaments brasileivas gues habits z ilha da
Gueimndas Grands 2 gual e localizs 2 42 ks da corta & & 48
milhas a2 Bul-Sudosste (5.8.0.7 do porto de Santos. & umsa

iiha vochosa, alongada no sentido norbe-sul, de dificil

aoessn pois € cheln de escarpas, nio possuindo  praizs & fem

f

porto pava  atracsay. Seuw olime € dmido & guents, embora nio
benha nenhuma  fonte de dgusn natural. & Agus potdvel provém
das chuvas  aus 8o sbundanbtes. Apesary  de  ser  uma  ilha
relativamente isclads do continente, houve o desenvolvimento
gde umea  Ffauns vica  gus wvaria  desdes  wmolusons, arvacnideos,
insetos, hatrdauios, ofidions wté mssmo aves marinhas come
merguihies, gaivotas & oubvyas aves MENOores gus ali procuram

mhrigo quands hE tempestades {(Figura 4.
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Figura 4. Tillm din  Gueimada Brandes no Titoral do Estado de
MEn Faulo w 49 milhas & 8 8.0, da barra de Ssnbos. © umm

t1ha roohosa . odE dificil acesso onde a Mavinha Brasilsirvs
gantem um  Farol sutomdtico. Fsta iiha € o kabifaf natural
daz ® serpsnbtes o Fofkross insufaris g Dipsas albidfrons.
Foto: Siussppe Fuorbto

i
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g oum pavaiso pars as duss sspdoles de serpentes gue ali

- AT

vivem. lma & & fNesas aibHiFrons  Bauviages, 5 gual & pouco

Freguenhte, de hdabito noturnog & w2 alimenta de moluscos. i

abundants & dd

a2
i

putra sspécie € a Bofirops Inscularis a aual
B ilha wuma fradigio de hevror  snbtre o pescadovres aue por
ali se aventuram ' pescar. Bus covr € amarels pardacenta com
manchas transveveseis  esstreitas sobre o dovso, 0 sue a torng
aquase impossivel de sary peroebids (Figura 27

& FBofhrops insulfaris difere das oubtvas Folhrops o

continente g1 varios aspectos  {amaral, 19487024, 1918739,

H

Lads oomo: 1} # menor  em oconprimento (3o ultrapassa 1
metrod & gm difmetro fem médin 2.8 omy, = LA s

mwelusivamente &m arvorss, descends das MHeLmMRS APENAS PRV

13

g & puara 0 acasalamento. = ofidios

a3

gfetuny 8 dilagest
hrmesileiros podem do ponto de  wistn  do habitatb, BEY

ibuidos  em: subtervinsos, tevvestres, mauRi ioos o4

ik
[
it
b
o
Bt

Yook

'3

anfibios ¢ avboricolss. sendo 2 Bofhrops Oifinsafusy # &
Softhrops Insufaris as unicas vipsridens gue possuem habito
arboricols, 9 possuil a3 cauds semiprefnesll pela qual se fixs
firmementeg am gaihos ds avhustos ou BT VOV ES (EnHR
carvactsristics mostra bem as fransformacSes porv gue ela tem
passandn com  adaptsedo & wvida avbovicoial, 4 alimenta~se
de aves & nio de voedores { nio existentes na ilhsl como o

e & maiovia das vipevideas. fAmaral nos da um belo relato



Figuras 2

com oo melo
Gvrande .

Fobtos: Diuseppes Fuory

& Bofhrops
habitos arboricolas.

ambisnts .

Fad

insufaris &
Sus coloragio

ymn serpente
faz com gqus

Yive exclusivamsnte na Ilha

o

HSus posmsuyl
58 confundsz
da Gueimadn

e



do compoviamento  altimentar  desss  sevesnte, obssvvaedo  em
gxcursies pov  ele realilizadas a iltha  {amarsl, iREih Y.
Tiiacedfo & nevessidade o alimento oz aguilsfsz, Feirpanteis
pelos ramos  Rofme, & procure g us galho  donds repontem
Froobos visifados peloy PRFsarsdo.  &F veFss og Fiructos afo
sxfdn ainda bew madureos. Nio importa. £illa se snrodilha, s
afeiia bew Junto zgs Fructfos s, Fpregadaaenly, aguarda o
aaederimento delles, guando  exfes  comsygasr a8 Iourggar,
Bargem oy SASSIros e revoady, pipilaado alegressnbe, num
perfeifo v suave descuide.  Entdo a JSararaca fica alerés &,
guando  alfgus passarinhg, wmais  Incsuebo gy fopeado, Ha
Apgroxinan e manjuba, gargargjando umas nofas sgilacres, wils,
Fapide v rariaira, di-lhes  um bofw, weralsmenfs ne  regiio
cervical oo Fhorasxicoa g mabta-o infanfaneamenfis, Qragay ao
wangns Jobivissisn  gue aelly invculs sew demdra. Guando por
venfura, o passarinko £  apanhadeo por  oufra regiio gus ndo
awgwelfas, & lyraraca, depolv Je fheg fnoculrre oo ovengno, Fhe
vidg calwmamenty deslocando o corpo snfre &8 presss, gragas
0w vastoy smovimentos oy abducedo ¢ sdfducedn oy gus sEo
dofadas as wmandibulay oellag, afsg que The affinja a cabega,
S oHnFE SESpre Comssd 8 degifabiieo. Hentbeo de oum geriodo
variaved e 5 s IEF winutow, de ascodrdo com o Famanko do

A

SESETAIG & 2 oom & 0 FEgido  apprehendids & degluficordso ssfd

Forminada, & JJararaca desce devagar, voltanfo pelos ragos &

Fronog &8 Rrveiy & wew Fraagguillamente sprodilhar-se s oIms



g grasvedas, perfa Jo froaco da oarvory, Jdonds digeres sw opaz
8 owuR viofime. Finda a JdigesPic, denfro de & a B dirgyg, wiia
gaturaimanty volis H O @rvore, A FEQTUER of e o EroE
passarinkes. ", Y apressnta do ponto de vistsn reerodutive,
wm bipo  especial  de  dntevsexunlidade,  com  tendéncia &
extingio dos wmachos &3 possui  pegonha mais  todxicn  em
pombos g0 gus 23 oubras esefoiss  de Bofeross.  Este Tato

5 e

wfipidade dy osun

it

pareos sabar vrelacionndo & cerita  espe

1
.

toxicidade em ralaca  hs avesn. Fatoe semelhante  foil
ohservado em relacio &s  pesonkas  de  sevpentes mavinhas
(Disfpiridasy gue <350 mals toxicas para peixes .  7) possul
habitos diurnos, embora POSHUR pupils wertical
caractevistice de sevpsntes de hibitos noburnos.

Bendo vestvita & itha de Gueimads Srvands 2 Jararacs
iikiia ndo  constitul problems de sadds pdblica. & litervatuvra
medica ndo  vegistra cssos de snvenenamenio com esta sspdoie
de  sevpenbs, gnbora  hadla velatos g acidentss i
trabathadores do  farel da  dihs {hode substituddo por  um
farol auvtomatico? ou em animais domgsticns qQue £5S83S PERS0RSE
ievaram, Ho entanto £ de grande intsresse o psbtudo  dn
Ffarmacoiogia desta segonha considerando-ss aE
pavticularidsdes da  gspdode ., abvindo provavelmenis  novos
caminhos pava compresnsio dos Fendmenos svolubtivos ooorvidos
na modificereBo  gstrutural de toxinas animeis como postulada

i

por Shvudon {497

,
S

PN
0 gstudo de substancias tdxicas bteve um grande ilmpulso

na década  de L1846 guando o pesauieador Dlaude  Bsvynavd

&



sebudou 38 a¢fo do curare, um exbrato extraido das plantas do
GENEY O Sfrychnos (Familia fossadiaceas), ussdo pelos dindios
sul-~ameriganos parva  anvanesnay suss Fleochas, Bl vevificouw
aue .. Les um animal snvenenado por curars, & exvifagdo dos
pErves aobores oo provoss reacdo musceiar , woousn o gue B
esfimulagdy Jirefs dos musculos  por uma ocorrentbs galvEnioa
erodur conbragdes pormaiys” U0 cwurars Izsslia s proprisdade
conbrEtil do midisculo o8 proprisdade sofriz Jdo nerve” {Dlaude
Bevnarvd, apuoad Grmek, 1948465

Uma  téonica paidronizada por Bulbving TR 1944,
ubilizando a3 grepavacio  nevve  frénico  misculo diafragms
isoladoe de vato, peymitiv o estudo de drogas, pesonhas &
paxinas na Juncdo neuromuscular.

Ginsbaorg g HWarviner (4968 =g Ginasbovrg (4%&97
descreveram  uma téonics de estudos sm omisculos wiilizando o
Biventer cevvicis de aves. s vesulitades registrados neste
fipon de  experimento sio  semelbantes agueles obtidos com s
FPTERATACRD diafragms de vato, mas devido ao  fato desse
misouwio possuir  fibras de  inervacio  foocal g multifocal
(aifusal, sus  vesposta frente & oerias  drosas  como &
fprebtilocalina e Carbacol # wma contvatuva,  que  mostra
gsemeihangs com  saausla obtids sm muisculo desnervado. Estudos
mais recentes  com psse musculo foram feitos por Chang 2 Su
(1975 & Chang #F &f. {19761

f o ubtilizncio de mftodos sletvofisioldaicos no estudo da
Juncio neuromusculay possibiiifta mvaliary mails adeguadamsnte

o efeibto de  drogns g  towinas sobre & fransmissio

-
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nguronustulaY na PYOPRRAGHRL Hoodo impulisn NEvVYoBD ¢ btamben a

agio divetz na fibrvs musculmy.

i

O primedivos eul i zm slsbrofisicoliogis  FTovam

L

venligados pov Hodgkin (4738370, gue demonstvou gus um impulso
eidtrico produs  wuma  altevacio na  membrans, gue ag  for
suficientemenie ampla, déd orvigem & uma resposta propagada
chamada de  potencial de  agfo, &  aus  £3s3  propagacido &
responsiavel pelo asuwmento da exeitabilidads da fibra nervosz.

Ling & Gsvarvd (1949 ubilirzando micvosliestrodos com §
de difimetvo, consgguivam um alto grau de veprodutividade nas
medidas do pobtencial  de membrana. Estes aubtores verificaram
aue o potencial de membrans sva de 78 owmV g gue  esse
pobtencial decrescis & medida @ oqus HwE @levava £
concentracgio externz de potdssio.

Em 1958 Hastuk Hodokin ugandn microsletvodos ool

e

¢, %y de diZmetro preenchidos cowm cloveto de pobtdessio (3M3
snoontraramn pava o pobsncial de membrana wvalor de 88 p¥ e
para o potencial de  agdo wunm valoy de 4319 mY. Suspeitaram
tambgw gug o potencial de agdo estivesse ligedo a um aumsnto
gapecitice ny permeabilidade da wmembrana ao sodio.

- .

Fart = BE verificaram gque 0% potenciais  de

=
fa
o
-
ot
R

placa terminal em mindatura {p.p.t.m.) estin velacionados
il B TibevagHs esspontinea de  peousns quantidades  de
acetilcolins denominads  guanfuw & rvepresents um potencial
unitario ag  passo o gus o potencizal de placs Deyminal

fpop 0,3 reaults dz  libevagdo de  warios guiania o
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he ]

acetilecolins. & confivrmacio movfoldgica desse fenfmeno foi
feita porv be Robeviis e Bennstt em 4955

Em 4952 wvdrios aubtoves entrs os asusis Hodgkin & Husxiey
d% mdmitiam  gue o  dmpulso nevvoso sstava associzdo ao
influsxo de  sddio & ous 3 veversio do sinal sstava associado
com o efluxe de potdssio (Hodgkin & Huxlew, 19%8a, 1958h @
Lomae)

Utilimando-ae e Péonicas miograticas =

t

=trofisioidogiocas, Vitael Brazil o Fueell g 4971 veslizsran

{1t

1
i

oo
i

getudos sobve a asio da crotoxina (componente da pegonha da
castavel sul-amevicana Srofaflus fererifices) observando ous
5 OMESH® possud uma agio  faoilitadora pre-juncionsl,
geclarecends o modo de ao¥o desta boxina.

Mais recentegmente, FRodviguss-Simioni &Ff al. {39833
vealiraram  estudos glétrofisioldgics com & pegonha  de
Bobhrops Jarsracussu, #gostrando os efeifos tanto da pegonha
como o Pool IV, principszl fracBo dsoliads desta pegonhs.
Verificvaram gue esss pegonka possul em sfeito biogusador da
bransmissio neuromuscalar,

Tanto BB tdonioas mioaraticas guanito R
gletrofisiocldgicas favorscevam £ cervitamente favorsosvio a
compyessio dos  mecanismos pelos  quais o= muitos tipos  de
drogas, pegonbhas # btoaxinss sgem modificands s transmissio
novmal do depulsg nevvoso.

Hio existe nEnkhuma informagio 1 Titevratura

cientifioca 2 respeito da  aclo da  pegonha de  Bofsrops

"“7

Inwularis na Jungio neuromusonlsy A podcas  informaofes
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wxisntentes se

conguliante & Fibrinolit

recentemnente Delistre

gsemelhantes & 0 tvombins,

intenss necross o ogdema

pels abtividade hemovrrdg

gde hradicining fovam tam

sF oanf. (1984 EFstudos 4

ohservaram alta ativi

seterasicoa # ooanaulant

hemorrasics & hemolitics

o]

Forv outvo  lado, o

afidicas levow  Shrydon

#ntre 0% afddios  us
fngfolipases presentss
cardiotoxinas & gatas

Eptretanto, o avtor res

apEnns para s peeonhasg
BEMEO

Fuydyrophiidas, GiE

Viperidas  1Sub-familis
sarlarecer no tocante
gebruburs guimica € ati

hipatess filogenetica no

ROE satudoas  soabre a  atividads

ica sfetuado  povy Hebs (4978 . Hais

2 Giglio (1987 isolarvam uma enzima

Litfii Fosfolipase #oidsa SLE RV OEOVE

# também  uma  Fraglo responsavel

3

iga. Vdvips pepitidios pobtenciadores

bheém detectados ne pegonha poy Dintra
o owitro de Lobo-Arvadio =6 af, {1998)
Fosfolipasica,

dads cassinoliiica,

g  usobve 0 plasme & baixs atividads

satudo Tilongendtion das fesfolipase

L9799 suUgSsT iy que  teria goorvido

rrocesen evolutivo no o aual as

R paganha, devam origsm Y

XA neurotoxinas  pas-sinapticas.

SHiva ouR suns propostas $8o vilidas

de ofidios das Familiag Slavidas &
na pEgonba das sevpentes da Familia

Sroftalinas?  mulito ainda ha a

By dntervelactes swistenies

(R SR

vidade biologica, antes dg gue uma

sea s&£7 siaborads.

2
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OBJETIVOS

i= Demonstvay qus =z flacider observada em  animsis
indetados  Com B pegonbi de  Fofbhrops fnsalaris  ss8bd
velacionade 8 seus gfeitos:

A sobre a Jjuncio newromuscular, utilizando-se téonicas
mingrificas ¢ eletvofisinidgicas;

B sobvre as fibras muscularss  atraves de wsatudos

movrfoldgicos & dosagsen biocouimicos de Oresting Kinesse (0K,

e Comparar & pobt@ncis de peconha de Sofhrops Insulfaris

com & da BofLrops Jararacss nas preparagbes utbilizadas.
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MATERIAIS E M&TODOS

i - ANIMALE:

Camundongos  fornsoidos selo Biotévio Lentral )
HMIDAMP, com peso de 18 & 39 9 ¢ pintainhos da linhagem MY
LIME W34 formecidos pels Grands Ito 578 com peso entre 49
5% og {4 a B dias)y Ffovam utilizados neste eatudo. Os animais

fovam mantidos em gaiolias abastecidas com HQUR & VERLED.

2 - FECONHA:
0 pegonhin de  BofhArogs  insulzris foi o gentilmente
fornecedida pelo Prof. Dy . Jdosd Roberto Diglio da Faouldads

de HMedicing de Ribeir¥s Preto, USSP,

B o~ DETERMINACED IA Dlse:

# me da peronba de Bofirops ifnsulariz o Pofbrops
Jaerargcas ol detervminads sm pintainho & ;o camundongo . fAs
wigs Foram  dndve-musculary {1.m 58,9 wml) em mdsculo peitoral
eagquerde de  pintainho & intva-pevitoniasl (i e ;@,1 mi) am
camundongos . Foram utilizados pintainbhos pegsando 49 2 58 g
& camundongos  pesando 18 8 28 g, smpregando-ss 4 animals
pava cads  dose. A pegonhs Foil dissolvids enm soluglo salina
para abbtengio da soluclo  estogues 30 sarbie gz gual Povam
prgparvadas gureivo  solugfes de goncentrvagbes ous  guavrdavam

shtre %i e varia  de 8.8 pave a pegonha g Bofhrops
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i

Jarairacas & ode 3,9 para a pegonhs de Eofsropy Insulsris. Far

o calculo da Dhee usocu-se o mébtodo de Weil (1953,

Farva verificar = pevds  dn fungio muscular, fFovd
widilidgadse o wis 4 .m., indetando-se S@,pgfﬁ,i gl ono miscoulo

gasbtroohd&mio direito de pintainho,

4 ~  PREFARARAD NERVO FRENICD-MUSCULD DIAFRAGHMA  ISOLADD DE
CAMUNDONGO .

Camundongos com  peso dg  aproximadaments 38 g £ o5 @an
angatesiados oom  Hidrato de Cloval 3 18% (6,3 wmlis168q) &

sacrificados. Apds retivads, = preparngan foi  montada  de

't
2

]

asovrdo com a tdonicn desorita pory Bulbring {4944, & tEonica
consiste  &m dissgory = pelie = nivel do Porax &
culdadosaments isolay o disfragma Junto com 0 nevwvo fr#nico,
tomando-z2e cuwidado pava nio lessar nem o miscwlo HEm O nervo.
Apas o isclamento de  pyeparacio, que  deverd levar o menor
tempo possivel (40 minutos npo méximo), montd~la no suporte
gque deverid ser golocado dentyo da ouba com solulo de Tyrode.

sy oy

A composiglo do Turode #m omit Yol Maiil 13%; KO 8,7,

v,
L i

altlied 1,8 Mellad ©,49; NeHar04 &,45 HNaMbIOD 14,9 e CAMiIEOE

spacidade  foi manbtids &

1

A R A cuba com A9 mi de

temperaturs constants de 3V O arejades ocom onvbogfnio

#

{mistura 93X 08 ¢ 8% 002; pM 7,43 Foi feito o veglistro da
foren de contrasfo musculay  &m resposta z osstimulos suprae

maximais (Fisidagralo M40, usando~se transdutar
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isomgbvico F-58 (HARKD  Bio-Sastems Inc.r. O sl o
submetide & tensfo constante de P ogsom foi o sstismulado
indivebamente atvaves de ssu nervo mobtor usando-se  elebrodo
Bipolay com pulsos maximzis de .8 me de durngsfo £ @,31 Hz ds
fregufnedia. 0 misculo também foi estimuladeo divetaments com
pulsos maximais de @,95 He de frequéncia & & ms de duragio.
Meste caso, a2 prepavasio ol tratads com d-Tuboourarina {8
Masmly pave bloguear as  respostas & estimulagfe indivets,
di pulsos Ffovam  gervados por estimalador (GRASS S548) . Fovam
adicvionados  ag  bankho B8 ’pgfml dgn peoconha de  Bof&rops
dinwuliaris o e Bofhross Jararacs.  Todus as pYEPArasoss
Foram submebtidas & um pervicdo de ssiabilizacio nio infevior

a P29 minubos.

5 - FPREFPARAGCAD MUSCULD BIVENTER CERVICIS DE PINTAINHD:
A preparacio Ffoil iszolads & montads de acovdo com O
metodo de  Sinsbovre & Wesrriner {1949, f tdonics consiste em

aneshesiar g 08 antimais oom gter g dissgcar a pele

A3

iongitudinalments desde s base do ovd8nio na paris postevior
ate o dndede do tdrax, expondo  os dois  mdsculos biventer

ser Faito com

i
)
i
£

carvicis. Apds o isolamsnio, aus deEvVETE

cuidado para n#o lesar [ iﬁiéﬁiliié%; AEATYRY o mesns nas duss

exhremidad Fimay na vuba. O midsculo foi suspenss 2w 4wl
g solusho de Krebs com x  ssguinte composigBo em mM: Wall
Li8,4; KO 4,6%;  Dalif 1,88, KHSFO4 1,47 HaSO4 1,417
MeHOO3 24,99 & CEHHIS0S 14,45, svedado de modo gonstants oom

o

carbogédnio a  3F° O (mistura $9% OB e SY COB;  pH FLE). 0

i4



musculo foi  sobmebido s wuma bens¥o  constante de L afom 8

setimulade sbtvravés de sletrvrodos bipolarves posicionados ns
regifio de  transiclo entve o tendio 2 o muisculo ds modo s
srocedery wums sstimulasio de campo. Estamulos supys maximais
de &,1 Mz de fragudincia s 2,2 ms de duvagio foram aplicados
i prepavacio {zstismulador BRASS S48) . Todss as preparagies
Fovam submebtidas 2 um peviodo de sstabilizacio n¥o infevior
@ 20 minutos. Contragfes musculaves em respoasta 3 estimulos
glébvicos maximais foram rvegistradas  duvants  12¢  minutos
{Fisidgrado MFM-4A) ou osm vegistrador de papel (ECE modelo
RE 187 de 18 polegadas), usando-se um fransdutor isotdaico
CHNARKD Bilo-Sustems Ing. ).

Fovram estudados sfeitos das dosss de 8,5; 4,8; 5,8; 14,
28 4% & HeMzsmil da peconha de  Bofiroey fosgiaris ou 28

pg!mi da pegonha de Bofhrops Fararaca.

4 — RESPOSTA a ADETILCOLINA (Ach):

Verificamns a contrabturs musculary sm resposta s adigdEo ao
bunho de  duns doses  de Ach {5 oA i%’ygfmiﬁ nE PTERRTRERD
Biventer cervicis de pintsinhg ns ausénois  de satimwlacio
glétrica, antgs & apds 2 adicfe da  pegonhs de Bofhrops
fongularis (49 & 89 pmg/mll . Minutos antes da adicino e durante
B vigenoix da  agic dan  pegonha, sstimulos slétvicos Foram
aplicados conbinusmente, Fovam ainda veanllxados &
gxperimentos com  ftotal ausfnciz  de estimulos  glétvicos

durants & vigfnodin da acfo du pegonhz. Dz swpervimentos Fovam



i&
vealizndos 8 B4° £ & 5 372 0. Foi aplicatdo o teste t-Student

de signidicinoin para o8 valores obbtidos.

7 — REGISTRO DD FPOTENCIAL DE REFOUSD (FR)Y E DOB POTEHCIAIS
DE PLACA TERMIHAL EM MINIATURA (p.p.t.m.J:

A preparagio nervo Frépico diafragms de camundongo fol
distendida aw  cémarvas de  lugite de 2,5 ml de capacidade
tempevaturs ambilente. & preparvacio foil imevsa em solugfo de
Tyrode com composigio ssmelhante  ao descovito no dtem 4 8

arejada constantemente pelo borbulbsmesnto de  cavbogéEnio

-

{misbturs FIK a8 o= Bx% 0 C0Z; i 7,430 Micvoeslebvados
pregnohidoes com  KOT 36 {vesisténcia 18 a 25 ML 3 Fovam
introdozidos  intrauelularmente para n medida tanto  do
potencial de rvepouso (FRY das Fibras musculasres Come pars =
captagio dos  potencianis da elasces fsvminal em miniatura
fp.op .t om. 3. O p.op b oms. foram rvegistrados sm osciloscoopin
Tektronix fotagrafados {cdmara Folaroide: ou Em
vegistradory de papel (GOULD RS 34483, 0 PR foi vegistrado em
csciloscdpio Tektvonix., & medida do PR foil feits na regiio
das placas terminais e também wmisztoviamente &m rvregides
disbtantes destas. Para sstudsr o efeito de pegonha, mediv-as
o FRoOoes o opoe bt m. mntes g 5, 15, 39 ¢ &8 minutos apds =
adigdo da  pegonha. No  experimesnto oonbtrols, 2 leiturs foi

Feita nos mesmos fempos sem =z adigdo da pegonha.



8 - ESTURD MORFOLAGICO DAS ALTERACHBES INDUZIDAS FELA
FECONHA:
Fintainhos dg 4 dias, pesandn @ omddis 48 g Foram

indetados no misculs pesitorsl sunauevdo oom peeoanbhs da

Bofhropy Insuiaris, em owolumg  daurl s 8,1 ml. As doses
B,g, 4,8, 8,8; 8¢, & S%QQ‘pgfﬁiimi mostraram-se toxitcas. Oz
animais Torvam sacvificados apds respeotivemente 186, 158G,
B8, P& & &¥ minubos sm FfuneSo dos sinads olinicos scusando
morie esminente. s animaiz tratados com dose subletal de 6,4
}MQ, fovram sacvificados £4 horas apds a injegio. BEm seguids
ao sacrificio dos  animads, eprocedes-es & dissecacio do
misculo & FTiwacio sm Bouin durantes 24 8 48 hovas.
Pyepavagfes  do midsculo  biventer cevvicis dsolsdo de
gintainhkg incubados com 28 e %@/ugfml da pegonba de Bofhross

fasularis & a%}pgfwl e Bofhrops JFararaca {veds  dtem 43

Fambdm Fovam Fiwados B OE o terming do expesrvimento,

i

seguindo-sg o srocedimento de voling pars palbudo das
aiteracises morifoidaicas {desidratagio = inelusio  em
parafina). Sscglfes de 7 i foram ohtidas sm micratomo,

monbadas & corsdas com Hematoxilinae & Eosina (HOE.3.

¢ -~ DNOSAGEM DE CREATINA KIHASE (CK3i.

Levido & ag@o  miotdxica o pegonks  de  Sofhrops
insuiarisz {(SBelistve af  wl., A9PEy 8 sun  ConssEauentsa
gegenevagio da  membrana  celulary, mediu-se 08 niveis de

liberacio desta snzima {07 wifro. Hurants  as sxpasvidfncias

fe



yealivadas com misculo biventsr cervicis de pintainho pars o
registvo das contvagOes muscularves, aliguotas de @,2 ml
foram vebivadas do banho  duvante o peviocds de  repouso
{sstabilizacio da preparvacior) & aeds a adieHo da pegonhas de
Bofbhrops insufavrizs {(6,5; 1,96 2.8 16,8, 78.8; 40,8 = B, H
Malmiy, ouw  de Sobfbrops  Fararacsx (89 ‘pgfmﬁé gm  peviodos
correspondante 3 49, 58 & 48206 minutos de incubagio. Para o

ontyole, amostras  de 8,8 ml Fovam rebtivadsas do banho nos

o

EHpoEs  wmoima indicados, B ® adicin da pegonhs

o

{completando-se no entanto o volume da cubz com 2 solugio de
Krebs)., Ma dossgem e OK Foil ubildizsdo Kit MERK-1 test, HAD
abivado (teste UV otidimizadod onde ums Unidade Intevnmsocionzl
(U1 corvesponde & transformacio cabtalitica des  § umol de
asubatyato por  mioubo a 239 0 4 detevyminagio Ffoil realizada

sve Dentvifugsal fdnalyssy do

e

g aparsliho GERMENL - Theg Hiniatg

I

Hospital das Ciinicas

i

URICARP | Foi aplicado o teste

E-Student de significincia para os valoves obtidos.

o

A
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RESULTADOS

i~ TOXICITDADE .

Fintainhos idnjetados no mbdscowlo peitoral ssguevdo com
pegonha de  Bobhroeys insufaris  forvam obsevvados durants o
periodo de  sphrevida pars w avelisglo de seu estudo geval.

Der minubtos apds a administracio da pegonha, pavbisulavments

E
a3
[N
G

nas doses  de §,8; FaL,R; 49,8, g HE 8 M (s 4 pavs

dowed, obserwou-se filacidez dos musculos dos membros gqus

svoluiu para  pevda do veflexo postural o Segudvamees UNR

£

paralisis Fldcids dos misculos  do pgsoogo, perda total do

4

Eonus musculary, dispndia, convuelsd g omorte. Alguns animails

gxibiram um  tipo de vooalizagio semelhante & solugo aldm de
moviment os pendulares da cabees, Obssvvou-sse  btambém  uma
moentuada wvariagfo  dndividuzl em  vesposia s vEvias doses
utilizgadas., Os pintainkos indetados (n=4) com & dose de 89
My e muisculs gustroonfmioc diveito mspresentaram, dols a Lrés
minutos apos 8 indesdo, ums complebta retraeio do pe diveifo
comprometends sua posbura. Gumndo gatimulados A B
movimentar, @xibiam dificuldades na  wmavgcha, apolando-se

Tevements no meabro lesado, Sessents & Cinod minubos ap

s
1

2
sdwinistragio ds  pegonhs, houve vegsnevasfo paroisl da

% owvinte 2 guatyo hovas, sabors sdema s

3

Furngiio (marohald = Rm

Remorvagin gabivesssm ainda presentes no local ds dindsgdo,

[
i
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ms animais mostravam uma posturs B8

mnovmais (Fdguva 3.

B2 o~ YaLDRE Dh Dise:
O valor da lee & seus limites

e Bofbrops fnwsaiaris detevminads e

camundongos (3.9} poden sey observvados na Tabela 1.

da lixe obtido para = pzeonhzn de

camundongng pory via iLp., foi

Witlarvvoel =Ff al. (AYFES79), ou seis,

i

3 FREPARARED NERVD
CAMUNDONGD
gfeito

)49 Ami

gantimulagio esletvicw

At

& Figurs 4 diustva ¢

o

K

fnsuiariy na  doss deg 5,

-

gdiafragma &
Obasprvou-as e maiovis (4 gm S das

b dmulos  dndivetoz  um

apiicados

amplitude das conbtragfes musculsyss

e um peErsistente blogquedio NeUromuso

149 minutos, gue nic  Fol revsrsivel

Mosses sxpevimentos, EHY de

FRENICO~HUSCULO

ploguei

mayohs aparentemenis

& nivel 935Y¥ da pegonha
sintainhos {4.m.) & &m
0 valoy

Bofhrops Jaraeacs e

aemelhante ao rvelatado poy

ELEE mglla.

DIaFRAGHA DE

da  pegonha de Bofbhrops
sobve as vresposbas 4o
divsta g indiveta.
expEvifncias onde Foram

Vvigiwel augento da

precedends 3 instzlagio
wiar de em mdédia 3% emnm

apos varias lavagsns,

o foi abingido em mdédis

acs &8 minubtos (Figuras 443 Mos sxperimentos onds aplicamos
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a 3: aoaministracio da pegonhs de Bofhropy insuiaris -

Fml & o~ dindegdo i.m. gem musculo peitoral ssausrdo.

@ poerdan do veflexd postural, nos tEnEOos indicados,

o ocomparado com o animal nio rhomefo (%) B o~ dindecHo

s omusculo gastroondmio diveito, Hobtar s vebracBo do pd
%

ade £3i7  winutosd bem comg 2 vevervsio do efeito apds 24

sl
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VENEND ANIMAL VIA VALCR DL50 (mg/kg)
B. jararaca camundongo i.p. 2,26 (1,75 - 2,98)
- pintainho i.m. 2,77 (1,99 - 3,87)
B. insularis camundongo i.p. 0,88 (0,49 - 1,69)
- pintainho i.m. 0,50 (0,32 - 0,77)

Tabela 4: Valores da Dlee ¢ seus limites de confianga de
?3X obtidos para a pegonha de Bothrops fasularis e Pofhroes
Jararaca em musculo peitoral esquerdo de pintainho (i.m.) e
em camundongos (i.p.J. Verificar «que tanto o camundongo
como o pintainho s3oc mais sensiveis & pegonha de Bofhrops
Insularis. Entre as duas espécies de animais utilizados , o
pintainho € ainda mais sensivel a esta pegonha.
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Figura 4: Registro das contragldes musculares do nervo
frénico-musculo diafragma isolado de camundongo estimulado
indiretamente (A) & diretamente (B), previamente trvratado com
dTe (S5 mg/mli-seta). No tempo zero (@), pegonha de Bofthroes
fnsularis (80 mgs/ml) foi adicionado ac banho (A e BY. Em £
registro das contragdes musculares estimulada indiretamente.
No tempo =zero (@), peconha de Fothrops Jararaca (8@ ug/ml)
foi adicionado ao banho. Notar em A o aumento das contrvagies
musculares precedendo o blogqueio irreversivel. L- Lavagem da
preparacido. Tempo em minuto.
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estimulos divetos (n=3), 50¥% de blogueio foi atingido ans 24
minutos e cercs de 3% mos 57 minutos (Figuva 4B). Uma leve
contvatura esteve presente em alguns experimentos. NEo foi
observado reversfo apds lavagens, tanto nos experimentos
onde  sstimelamos a preparacio indiretamente Como  nos
experimentos em  gque fovam  usados estimulos dirvetos. Quando
adicionameos a pegonha de Bwé&?mpﬁ Farzoaos iaﬁ‘pgfml) &
preparacio nerveo  frénico-misculo diafragma de camundongo
patimulads indivetaments, um blogueio neuromiscutiar da
ordem de  Be¥Y  foi  ohservado sw média aocs 48 minutos,
abtingindo 84% aos 1846 minutos {(Figura 40), Esze blogueic
Foi também  divrveversivel, nlo tendo sido wverificado £
aumento da amplitude das contragBes musculares, nem de
intensa contvratura como observado com s peeonhs de Bofbrops

Ingularis.

4 ~ PREPARACAD MUSCULD BIVENTER CERVICIS DE PINTAINHO:

Nesta preparacio, o sfeito contvratuvante da pecgonha de
Babthrops inseiards foi pavticularmente evidenciado tendo
sido de mapior intensidade guando comparado aguele observado
na preparacio de mamifero. s gfeitos mostrarvam-sg dogs-
dependente nas doses de @,5; 1,6; 5,@; 19,0; £¢.9; 46,0 e
89,0 Masml  (n= 3, 3, 5, 8, 4, & e i3 respectivamente)

{(Figuras 5, & & 7). Ohsevvaram-se  en  alguns experimsentos,
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Figura o: Registro das contraces musculares do musculo

biventer cervicis isolado de pintainho com estimulo de
campo. No tempo zevo (@), pegonha de Bofhrops Insularis foi
adicionada ao banho. A- 0,0 ua/ml, B- 4,0 mMme/mi, C- 35,0
mas/ml. Verificou-se na dose de 1,0 ume/ml o bloqueio
irreversivel apdés lavagem (L) e na dose de 5,¢ mg/ml uma
contratura e bloqueio também irreversiveis. Tempo em minuto.
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Figura &: HNas mesmas condigdes da figura antervior. A~ 10,0
Mg/ml, B~ £¢,¢ umg/mi e C- 40,¢ ug/ml. L~ iavagem da
preparacao. Tempo em minuto.



27

40
DOSE (ug/mi)

Figura 7: Curva dose-efeito (50X de bloquein) da pegonha de
Rothrops fnsularis no  musculo biventer cervicis de
pintainho. Cada ponto representa a media de 5 a 13
experimentos % erro padri8o.

80
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contvacBes sxpontineas (nfo sincvdnicas com a frequéncia do
estimulo} induzidas pela pegonha (A% & 8§Jygfm1) além de
aumenteo na  amplituds das contvacBes musculares que precedeu
a instalagio de blogueio neuromuscular nfo veversivel apds
varias lavagens. 6 pegonhs de Bofhrops Jararaca mostvrou-se
menos potente do gque a pegonha de Falbhrops fnsularis
Insularis gm debterminay  blogueio das respostas musculares
(Figura #). Assim, & dose de B pg/ml de Pofhrpps Jararacs
{n=14) determinou um blogueilic de em média 83% num peviodo
de 166 minutos. Esta peconhs induziu também  uma contratura
com carvacteristicas difeventes daguelias exicidss pela

peconha de Sothross insularis.

% -~ RESPOSTA & ACETILCOLINA

Verificamos gue =& vesposta & Ach apds 3 =adiglo da
pesonha de  PFofhrops insufaris foil inibida em cerca de 460%
tanto & 37° £ {(n=4) como =a B4® C (n=B) (Figurs %). Hos
experimentos controle, onde nio houve a adiglo da pegonha,
verificamos um  aumento de  i3% na vesposta da Ach  tanto =
249 £ (n=g) quanto a 37 I {(n=4)., Conquanto gste aumento niko
tenha sido estatisticaments significativo, a diminuigio
gvocada nas prepavracdes trvatadas foi altamente significativa

{p { &,641. 0 efeito contraturante da pEeonha foi
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Figura 8: FRegistro das contragdes musculares do musculo
biventer cervicis isolado de pintainho com estimulo de
campo. No tempo zeve (@), peconha de A- PFothrops Insularis
(8@ jg/ml: e B- Bothroes Jararaca (80 ug/ml)  foram
adicionados ac banho. A pegonha de Bofhrops JInsularis
mostrou—-se mais potente do que a pegonha de Pofhroes
Jararaca. Tempo em minuto.
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Figura 9: Resposta do misculo biventer cevvicis &  Ach.
Veyificar a inibig&o parcial da resposta & Ach ( ioug/ml)
antes & apos a adi¢cio de 8¢ Myg/ml  (tempo zero) da pegonha
de Fothrops Insularis. Experimento rvealizado s 379 ¢ L -
Lavagem da prepavacao. Tempo em minuto.
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parcialmente inibido nos sxpevimentos vealizados 3 £84% . Em
2 dos 4 experimentos vealizados com total ausénoila  de
gatimulios, verificamos £ aparvecimento de contragBes

expont&neas aprds a adiclo da peconha.

6 -~ REGISTRO DD FOTENCIAL DE REPOUSO (FR) E 00 FOTENCIAL DE
FLACA TERMINAL EM MINIATURA (p.p.t.m.2:

0 registvo dos p.p.t.m. {n=4) mostrou um aumento na sun
frequéncia {(p.p.t.m.  com Ffreguéncia incontiavel) § minutos
BpOS a adiglo da peconha de Fofsrops insularis (B8 e 32
pgfml) (Figura 1€). Em seguida, o tratamento induziu uma
gradual diminuicio da Ffrequéncia, evoluindo para bloqueio
ans 4@ minutos de incubagBo (ndo  indicado na ¥i§ura3. NEo
foi verificado aumento na amplitude dos p.p.t.m. A rdpida
despolavizacio que s&  instalow logo apds a  adigHo da
pEgonha de  fofhrops fasularis fToi btraduzida pela
diminuigfo do PR gque chegou em média a -~ 55 wV apds O
minutos, & & -40 mY mpos 48 minutos. Com a dose de &@}ugfml
{(n=3 o PR assumiu valores de ~75 mV nos primeivos 3
minutos e - 55 mY, &@® minutos apos. Portanto o tempo
necessdario para  a despolavizacio foil tambeém dose-dependente
{Figura £4). Observou-se semelhante queda no FR nas regides

distantes das placas tevminais. 0O efeito despolarizants da

21
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Figura 10: Registro dos p.p.t.m. na preparagido nervo~-frénico
musculo diafragma isolado de camundongo. A - Controle; R &
C ~ & minutos apds adig8o de 40 pg/ml da peconha de Bothrops
Insularis; ODe E ~ 419 minutos apds a adigio da pegonha. (B
e I - wvarredura 2 seg/cm; sensibilidade § mUlcm); (A, T e E
- varredura 19 mseg/ocm; sensibilidade 4 mV/cm). Apos 4¢
minutos verifticou-se blogueio total dos p.p.t.m.
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potencial de repouso (mV)

Figura 14:

potencial de
diafragma isolado

{ o
rapidexz
persisténcia

dependente.

a 5

Com

Efeito da

de
40 pg/ml;

iongo

peconha de
repouso da fibra muscular.
camundongo.

30

tempo (min.)

do tempo e

Insularis
Freparacio
{ Ly, }

(O} BO pg/ml. Observar a
despolarizacio

Bothirops
misculo
controle;

instala,
carater
Og pontos representam a media + ervo padrio de 3
experimentos.
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pegonha coincidiu com o aparecimento de intensa Fibrilacio
do misculo. Hos sxperimentos conbtroles (n=3) ndo s observou

mudanga no PR.

7 ~ESTUDD MORFOLAGICO DAS ALTERACSES INDUZIDAS PELA FECONHA:

13 Husculo peitoral ssquerdo:

&y LControls (n=31: 0 muscule peitoral ssquerdo ds
pintainhos injetados com 9.3 ml de salina estéril =
sacrificados 2, 12 & 24 hovas, mostrou sstrutura histoldgica
novmal, ou  seja, zms  Tibras musculares apressntavam ssus
ndcleos alinhados pevifdricamente & organizavam-sg em peixes
paralelos snvoelvidos pory ftecido conjuntive gue  forma o
endomisio & pesvimisio. Os VREDE BARGUINeENs, veias e
avtevias, apresentavam-se normais na aPAVencia, As VERes
livres de cdlulas sanguiness, oubtras vezes com hemhcess &m
guantidade normal  dentvo da  Juz do vaso, & qual mostrava
aspecto limpido (Figuva i2).

By Hose @,ﬁlygfﬁ,}mi {n=3): { grupo de animais que vecsbeu
dose de 9,4 Mg da pegonha teve sobrevida de 24 horas. Grande
parte das fibras musculares apresentavam-se integras. Dutvas
porém, com eosinofilia aumentada mostvavam pionoss nuclaar .

# estrizcio transversal tornou-se impeveeptivel & as fibras
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Figura i2: Sec¢des histoldgicas em paratinae do misculo
peitoral de pintainho. A~ Secefo longitudinm! mostrando o
sepecto normal das fiby as muscularves esqueléticas. V- veins.
B~ Secciao btransversal divs  feixes muscalaves gue  exiben
aparéncia normal {feixes musnculares paralelos snvolwvidos
pelo sndomisio (E) &  perdimisio (F); (a) artévia 2 (V) wveia
intactas. No detalhe, niicleos alinhados perifericaments). A ¢
B . H.oE. 11i7¥; Detalhs: H.OE. 147Y%.




sdquivivam apavéncia amov¥a. Entre  alguns grupos de Fibras
prorviam infiltvados inflamatdrvios extensos, com presenga de
células linfocitdrias, plasmocitdvias, alem de granuiocitos.
4 reagio inflamatoriz eva também perivascular, porém  em
mEngy @scala, Frincipalmsnte nas velas  encontvavam—sg
trombos nclusivos & fibrina covads; o aspecto limpido da luz
destes vasos deEsapavrecsud. A parede dos mesmos  mostrou-se
normal . Com 5 dose de @,4‘yg ndo foi detectado hemovvagia
(Figura 13, mesmo apds 24 horas.

£ Dose 2 Hg/@,im} {n=3): Esta dose mostvou-se toxica aons
pintainhos, tendo estes que sev sacvificados apds 2, 7:30¢ &
24 horag, dado os sinais clinicos gue apresentavam. fis
alteracSes morfoldgicas foram semelhantes dguslas provocadas
pela concentragio de 9,4 Jpg, aparentando ser  gm slguns
covtes até mesmo de menor amplitude. Entretanto, agqueles
animzais gue tiveram wua sobrevids maior, além das
anormalidades morfologicas J& apontadas, mostravam também
hemorragia, =& quial podis sy mais ou  menos  extensa
dependendn do local ouw do nivel da ssceho histoldgica, Oubra
sltevagho observada com estwn dose, independente do tempo de
sobrevida, refere-se as hemiceas, gque  sasporadicamente
gatavam descoradas, dando a  impressio de so0 conterem o
nucles num  espago citoplasmiétice wvazio (hemdlisey, além de

gxibiven arvedondamento da fovms.
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Figura 13: inje¢io da pegonha de Bofhrops insularis na doss
de 9.4 MG, Pint=zinho sacvificado apos B4 horas da injeqglc.
£ fia fibras musitulares apresentan-se anormalments
eosinofilas, fFrouxas, vacuolizadas & com B EPRTENCIR
fihrilay povmal compyrometida,  Infiltrados inflamatdrio
{getay extenso com presenga de  células  linfocitdrias,
wi:;‘aw.ammi:i{::firiaﬁs, histiooitdarias aldm de granuidcitos. B5SHo

observados tambem feixes musculares com aparéncia  nrormal
(MY, B- Aspecto amor fo € degsorganizado das fibras musculares
(#3 . Os  wvasos arteriazs {1} ¢ venosos (V) mostram trombos
molugivos & Fitvrines intensamente coraida. Frougsso
infiamat orio presente. A & B: H.E. 234X,

H




iy Dose 4‘psf®,1m1 (n=3): Também taxica, esta dose lsvou ao
sacrificie dos pintwinhos 45¢ minutos apds o envenenamento.
As alteragdes morfoldgicas evam similares #s descritas
previamente. Adicionalmente algumas fibras musculares
mostravam-se vesiculadas, £ pubrvas intsgrvompidas por exieEnsa
veag@o inflamatdria, com grande contingente de neutvatilos
(tecidos de  granulacio). Muitas destas fibras musculares
mostyravam-se sem  estriacko transversal ouw longitudinml e
bastante gosindfilas.

E) liose SJngﬁ,lmi {(n=3}: HNesta concentracio da peconhu, os
pintainhos foram sacrificados apos 1:20 & 2:30 horas. s
alteragfes morfoldgicas  foram idénticas nos 3 aznimais, e
quantitativamente pavecem n8o diferiv das observadas com a
dose de 4*®JH9* a ndo ser pela presenca  de  umz  renifo
periférica do misculo peitoral com grands numevo de fibras
dispostas longitudinaimentes com aspecto frouxo & pontos de
intervupeic das miofibrilas, Fibras musculares muito
contraidas s observadas e também fibras vacuolizadas e em
processo de negvose {(Figura 140

3 Dose Eﬁlpgi@,l {(n=3): Os musculos peitorais de pintainhos
estiveram sob a3 agZo da pegonhka nesta concentragio “in vive"
por 1:3@ e 2:9@ horas. as anormalidades morfoldgicas Foram
gm geval btsmpo dependentes, mas notou-se grauvs de altevaches

giferentes PRYA animais distintos. Aos 8@ minutos,
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Figura 14: Injecdo da peconha de Bofbrops Insularis na dose
de 8 g. PFintzinho sacrificado apds 89 minutos. a-
nfiltvado inflamatovio denevalizada. Condensacio do
materinl miofibrilar com consequente desaparecimento da
eatriagio (%), Fibras musculares altamente distorcidas
peln contracdo {(seta). B~ Vacuolizac8o das Fibras com

mionecrose das mesmas. A H.OE, B34X; B: H.E. 4481,

a%



4%
praticaments a argea  total do musculo peitoral sstava
invadida pov extensa hemorvragia composts povy  hemicias &
dervramg ds fibrina gusg obliterava todos 0% EBEPREOE
intercelulares do misculo. Em alguns wasos observavam-se
Erombos oclusivos. Aparentemsnte havisz ausfncia de reagio
inflamatdria, ou esta era dncipiente. HNecyose muscular
iocalizada Poi  observada am  alguns pontos do misculp. Por
putro lado, hemdcias hemolisadas podiam ser gsncontradas de
modo difuso nos  varios ocovtes histoldgicos examinados
{Figura 153,

G} dose 3@Ap9f®,1m} (n=3); Com ssta dose muito  toxics,
BPENAS n tempo de 49 minutos Ffoi alcangado  apds o
gnvenenamento. As altevagdes 13 descritas pareciszm  sey de
menar amplitude, principalmente no que sg refeve aos gfeitos
hemorragicos. Nesta dose, fovam encontrados grupos de
hemacias hemolisadas e avradondadas descovadas, ao lado de
céluias  apaventemente normais nas  suas caracieristicas

tintoriads & na sus forma (Figuva 167,

#- HMusculo biventer cervicis de pintainho

&Y Dontvole (n=3) . s mdsculos biventer cgrvicis incubados
com solugio nuivitiva de Krebs {(Figura 474) niko mostraram
difevengas movfoldsicas com velaglo &s  cavactevisticas
apresentadas pelo musculo peitoval  esquevde (Figura 12} de

pintainho injstadso £ O salugio salina. Eventuais
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Figura 195: Injecio da peconha de Bofarops Iasularis na dose
de 20 Mg . Pintzinho sacy i ficado apds 99 minutos. Vista gsral
dey exbtEn S0 Processo hemovyiagico entre as fibras. A~ Veia (V2
com brombo oclusiveo £ davvame de fibrina (0, B~ A fibvas
musculares parscem  estar sendo dissolvidas comg evidenciadn
pov fibvilas gagarsadas presentes nos  espaios celulares
(webay . A HOE. 147X B: H.E. 234X,
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Figura §£&6: Injecio da peconha de Potbropy insufaris na dose
gde B9 RS . Fintainhko sacrificado apds 49 minutos. &~ Fibras
musculares necroticas ¢ anucieadas (F). Hemorvagia mostrando
hemacias hemolisadas (M} & dintactass (1Y, B- Ietalhe da
figura antevior (45A), Neovose aguds das fibras musgulares,
tise do citoplasma da c¢€lula evidenciado rpelas vesiculas
{zeta dupla)., Algumas células tew indicio de picnose nuclieay
tosta simples) A: H.E. B34X; B: H.E. 448X,

P
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Figura i7: Muasculos biventer cevwvicis de pintainho
incupados gurants 120 minutos. A- controle: dncubagio com

selugfo nutvitiva de Krebs. Observar as fibras musculares em
seccBO hf‘:&tmmgiﬂa longitudinal mostrando aspecto novrmal. B-
prepay aGao incubada com a pegonha de Bolfrops Insularis (29
a/mi ¥ - Hotar & contvabtura das fibrvas musculares wvisdvels
nest s aumento. Mo detalhe vasos sanguinees com trombos
oelusivos. A e B: H.E. 140X, Detalhe: 147X,
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caractevisticas morfoldgicas nao exatamente idénticas
decorvem da  influBncia do  fator didade dos animais, a gual
varia de 4 a8 B dias. FEssas diferengss de  ddade  evam
perfeitamente identificdveis pela diferenga de  tamanho

pavianto de peso dos animais que variouw de 46 a 5@ g.

BY Fegonha de Pofhkrops Jarasraca. Dose Q@}pgfmi {in=3: As
fibvras musculares apressntaram aspecto vitveo, com ausénoia
de estvisngdes transversais & acentuads eosinofilia.
Infiltrado inflamatdrio = Fibras musculares Com
nipercontyagio com  zonms de infiltvagio leucocitdria também
faram sncontrados. Ha vegides do mdsculo com dvea de lise
evidente no citoplasma da ¢édluls musculary com intevvupgio
das miofibrilas Tals caractevisticas morfoldgicas evidencianm

NECTO8e musculay & picnose nuecleny {(Figura 1880 .

7 Pegonha  de Botbhrops Insulfaris. Dose 29 Masml (n=3).
Atraves da  morfologia, as alteragles observadas no mdsculo
biventsy cervicis de pintsinhos incubados com 2883 psgonha,
mostraram altervagdes aue aparventementes slo semelhantes
aaquelas causadas pela pegonha de  Soférops  Jararaca nas

mesmas condigBes (Figuvas 47FB 2 184 respechbivaments). Aldm

disso O0f 2 YREDsS sanguinsos, principalmente o0s arviteviails
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Figura 18: Prepavacdes Ja vifrg do misculo biventsr cevvicis
de pintainhoe dncubado por 12 minutos. A~ Pegonhz  de
Befhirops FRUEVACE {8B& ug/mid; B~ Fegonha de Botbrops
insularis {88 masmi ). Secedes  histoldgicas apressntands
aspecto  semelhantes {contraturas e dreas com  lisg do
citoplasmal. MNobtar infiltragfo leucocitdria no misculo

trmtado com peqonha de Fobfhrops Jfararacy. & e B: H.E. id0x.




apresentaram-s2 ocluidos por hemidcias. Fatyetanto, ndo  se
ohasyvaram gxtravasamento de elementos Figurados e

dgevramamento de  Fibrina entve ag fibras muscularvss  dos
misculos tratados in vifro, fato aue & pbsevvado nos animais
qui foram injdetados o wivo com @ pesonha de  Bobthross
insuiaris, 0% quais mostraram extenss hemorragia

intercelular (Figura 14 & 153},

Iy Pegonha  de Polhrops  dnsularis. Dose 88 upgsml (n=3): As
alteragdes morfoldoicas observadas com esta dose da pegonha
Foram semelhantes as observadas com a dose de RO mgsml da
pegonha de Sobhrops iaswlaris e 86 ugs/ml da paconha  de

Bobtbhrops Jararacs.

g ~ LIBERARAD BE CK D0 HMAOSCULD RIVENTER CERVICIS DE
FINTAINHO:
Em  baixss concentrasbes  da peconha  de Bofhrops

insularis ( 9,3; 1,8 & 5,2 pug/mly, os niveis de CK Fficaram
dentvo dos valoves novmais do controle que vaviou gntre 5@ @
iRe Ui/l (n= 2 para cada concentvagBo). A liberaglo de CK
promovida pela dose de 12 ‘ngmi {n=4) nao foi
sstatisticamente difervente do controle. Uma libevagio
significativa de O (p { 2,81) 86 ¥oi detectada com a dose
e 29 ‘pgfmi {n=3), onde foram atingidos valores de 338 UI/1
apds 49 minutos & de 490 UI/1 apds 80 & 18¢ minutos contados
a partirv da adigdic da pegonhzs  ao  banho. Os resuliados
aobtidos com a dose de 46 ﬁg!mi {n=%} nio foram

significantements diferentes dagueles obtidos com s dosg de
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2@ mgsmi. Jid com a dose de 8@ )Agfm'i (n=¥3 & libevagio de CK
atingiu valores de até 1608 UI/1. Veviticamos portanto uma
dose-depend&ncia na libevagBo da enzima CK (Figura 19).
Verificamos também liberagfo de (K guande adicionamos 80
/u.:g,fm} (n=3) da pegonha de Pofhrops  Jararaca ao  banho  em
niveis semelhantes &aquelss obtidos com as doses de 20 & 49

).\sgfmi da pegonha de Bofkrops rasulfaris (Figura PG .
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Figura {9: LLiberaglo de CK pela pegonha

insularis. Cada ponto representa a media +
5 experimentos.
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B. insularis: e—e 20 pg/mi
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09T B. jararaca : «—a 80 Hg/ml
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Figura 2¢: Liberacio de CK pelas pegonhas de Bofhrops
Insularis e de Bofhrops Jararaca. Cada ponto representa a
média + ervo padrio de 3 experimentos pava a PBothrops
Jararaca e de 5 experimentos para Bofhrops Insularis.
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DISCUSSAD

(i sstudos das pegonhas daes servpentes  do gfnero

Bobthrops tem sido gevalmente divecionados aos ofsitos gus as

HESNHAE CRAUSERN L Ew focal da picads, gteitos gat s
cavractervizados poy hemorragia, gdema e MionNery QEe,
desconhecendo—-se, Com proesefio da  Sofhrops  JRraracussog

{Rodriguss~Simioni #F& af., 1983, uma agio neurctaxica
promovida pory esse tipo de pegonhx.

A pegonha  da Fofhropy  fesularis, a  Javavaca ilhda, £
unica. Sua toxicidade & superior em média cinco vezes = da
Bofbhrops Jarargcs, guando se wiiliza o pintainho como animal
de  suxpevimentacio, podendo dmoebilizar gsua  wvitim=n gl
segundos . Este efeito reproduziv-se  em nossos expsrimentos

mtraves de injeqglss de doses varisdas.

{1 fato, e sintomas  apresshtados caracterizaram o
comprometimento da  musculatura em geval. O apavecimento dse
Flacidesr muscular {por perds da reflexo g do EOnus) gue s8

¢

obeevva logo apos & adwinistracio da pegonha dg Bofhkroes

Al

Ingularis toil evidente, sendo semelhants 3 ums curarizseio.

Domo s sabe, o efsito curarizante esta relacionado 3
peupacio dos  rvecgplores colingrgicos nicotinicos da placa
terminal nfo  havendo sntretanto  mudsnes na guantidade  de

acetilooling libevada, podendo o bhlogueio sery revertido pelsn

&
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pnenstiagminag. & Bungarus mullicincfus & i exemplio pois,
coptém sm  sun pegonha uma  toxina  de  agfoc pos-sinsdptica
denoninada bungavotoxina, gus £xibes sssas caracteristicas

assinaliadas {(Chang, 197%).

& diminuicio da rvesposta a acetilcnlina £
preparaghes  de  aves btratadas pela peconhy  de  Bofhrops
insularis, SUGET & QUE & MESMR Sg Fixouw  de Formza
irreversivel aps receptores pos-juncionais nfo podsado ser
geslocada apos & lavagem da preparagsio. Segundo Chang g 5u
(1975, a  acstilooling sxtvinsicsa guands  colocada  &m
preparacoes  biventer cevrvicis  de pintainko, =atus de
preferéncia  em  vecsptoves sxtva-juncionais, tendo poucs
atuagfo nos  rveceptoves Juncionzis. O faxto  das contragbes
musculares svooadas  pelo sstimulo tevem sido completamsnts
blogueadas & haver zinda rvesposta parcial & acetilcolina
gxbtrinsica , veforga a iddia de ague o sitio de acio dessa
peconha g principaliments w nivel do receptor  Juncional da
terminagio nervosa.

além u ! efeito compet it Lvo, S despolarvizagio
persistents da vegiio da placa  tevminal poderia S8
responsabilizads pelo bloguedio observado @ exemplo do gue
prorre com & pesonha de Sofhrosy JEraracusse bem come o Fool
IV pbtido ne Ffracionamento dests pegonbha { Rodriguss-Simioni

s£ af., 198331

Feszn  despolarizagio medids através do PR foi

coinclidents no tempo com 2 contrvatuva obsevvads 2m ovegistro
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mivgrafico em  todas as  preparscdes com aves. Porvtanto, uma
agfo dirveta na Fibra muscular & também sugevids tanto pela
Fasciculacio como pela diminuicks do PR nesta regifio

shservada duvants o8 sxpevimentos rezlizados.

Jaoa  inibigBo parcizl  da contvatura observads  em
gxpevimentos renlizsdos @ #2420, revels ums possivel ao¥o da
fosfolipase fg presente nesta pegonha { Selistre gf al.,
1999, pois £ sabido gque gssas enzimas caracterizam-se por

uma agiio temperatura-dependents.

Mao descartamos a possibilidade de o efeito blogueador
tey também uma origem miotdxica, uma ves gue Selistre (1998
determinouw sdema, hemorvagia e Minngsyrose cinoo minubos
apos &  administracBo da pegonha de Bofhrogs fnsularis  ewm

musculo tibiwl anterior de camundongo.

Ay mltevacles mov¥foldgicas vevelaram mioneorosg &
anormalidades vasoculares aléds de hemorvagia. Entretanto ze
compararmos 08 vestltados do tratamento Fo vFvo oo sauseles

do tratamento o vifrg, as altersches morfoldgicas nio foram

exataments iguais. A& mionecrose £ 03 efsitos wvasculaves
foram mals intensos nos  animails gue veoeberam 3 pegonhs
pela via dintvamusculzr. Fory pubtvo lado, 3 comparscdo entre

o efeitos das doses de 2¢ 2 89 Jyg!mi o ftratamento  in
wifro, ndo pevmitiu uma covvrelacio objetiva indicando  um
#feito mais  intenso guando da doss de QQ‘ygfmi comn ervae de

L5E SHDPEVRY . Aatribuimos essa  dificuldades =o  fato de nEo
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termos  sfstuado cortes  seriados ou semi-sgyiados  que
n . . . bt . «
permitiriam uma =avaliasdo em profundidade da mionecyoss. na
EEHEPESEUTA do miisculo, & de gstudos mov fomebty icos
guantitativos gue possibilitariam confivmar esta hipotese de
Forma obdsbiva. Ausim sendo, umn avaliagBo subjebiva pods
iNCOrTeY &M BYYos wma ver aug ni0 existe uma manifestsgfo
mor fFoldgica srofundamente difevrents nos CHBOS

supramencionados .

Fao  osdscuwlos incubados com a8 pegonhs, 0 OPYOCESERO
inflamataoriao  foi menos acventuado, havends  ausBnois  de
grivavasanento deg  fibvinzs menoy intensidade dos efeibos
minnecraticos, gquando comparados A0S observados [

P - < -, ot
Breparssgises Iina  wisve. LDom  relagio  ac gxtravasamento de

glgmentos figurados, SUPOMOS  gus R sua  zusdncia possa
decovreyr dos processos de  lavagsem s que © musculo foi
submet ido. Podsmos considevar  tambdgm o fato de  gue  As
substincias liberadas na microcirculmcEo bem como =&
conguliopatia de consumo exevgam um sinergismo em relagio aos

gfeitos descritos anteriovmente.

A& mictoxicidade ftem sido observada &m muitss pegonhkhas
botrdpicas ou n&o { Gutigrver £f &f., 1986; HMebs af al.,
i983; Owmbys @& af., 1983; GQueivosz g8 al., 19835a; Gusiroz a8
al., 4985b; OGuiigvrez & Lomontse, 198B% ¢ Butidrvez =& af,
19903, efeito este que & abtribuido & presenga de fosfolipass
fa ou % formacio de tvombos vasculares gue determinariam

uma hipdwxia, podendo 3 miongcrose say deoorvente de ambas as



aitevraches supvamencionadas (Sutidrvesr &  Lomonte, 198%;
Gueivoz & al., 1983 & Hommza & Tu, 1974 Resultados
andlogos foram  obtidos sm nossos  expsvimentos, indicando
gque a  fosfolipase fe twnlvesr possa  estar  envolvida no
processo mionscrdtico  que se  observou, agindo de  mansiva

semelhante as fostolipmses encontradas em ocutras pegonhas.

Gueivozs =& alf. {19838y detectaram  vaouolizacSs  das
fibras musculares g fragmentaclo de miofibrilas dezx minutos

2

apds & adigio ou  incubacio da  peconha de Sofhrops
Jararacvussu  indicativas de um intcio de HIGNECTOSE .,
Portanto, o blogusio mescular por nds  ohservado quinze
minutos apds a adigdo da pegonha na preparacio de aves, pode
w&r gm  parits ocasionado peizs lssfes das fibras musculares

tal como obssrvadas no mdsculo peitorsl injetado comn no

proprio musculo bivenbtsr cevvicis incubado.

Em  dosess menoves, a pegonha gm ogstudo  moshbrow um
paralelismn  snibrsg o btempo gde blogueio obssrvado nas
prepavasdes musculares de aves ¢ o tempo de aparccimento de
milonsorose nas  Fibras musculaves do midsculo peltoval. fssim
gvidenciaz-se o gnvolvimento da mionecrose no bloauesio
observado. Entretanto, o grau  de parvticipacio da atividade

micnecvdtica € poy enquanto dificil de ser avaliado.

Mudtos autores enconbtravasm uma corrslzcio #ntre  =a
liberagio de (¥ & wipnecvose servindo-se dests medida pars

avaliar o graw de mionecvose.

4



fs  peconhas bobrdpices possusm 3 capacidade de 1ibevar
P¥ devido ans componentes  gque vowmpem a membrana celular. A
oK umR BnEima gue  transfere Yy Uupos foasfaty g3
oefocreating an  ADF, transformando-o  ew aTF  (Reag#do de
Lehmannd, o qual & imediatamente utilizado pela celula como
fonte imediata de engrgia paya & contracio muscular . SBendo
uma snzims  essencialmente citopiasmidbica, seu sparscimento
no 1iauido autritivo pode indicay alteracdes fa
permeabilidsdse da membrana o mesmo de lesdes celulaves

{Suarez-Kurts, L983).

Udyios autores (Gutidvrez et =al., 4988, Melo e Suaregsz
Kuvte, 1987; HMelo s Susver Kuvts, 1985; Morsno & Gutidrvez,
i988) admitem = existéncin de uma corvelagio entre os niveis
de DK iTiberado e s  lesdo celulay  provooads pelias
miptoxinas, A impovitdncin desta dossgem veflete-se no Fato

de ser possivel estimar a guantidade de peronha inooculada a

pariiv  d=a concentracio  plasmatica desta engima,  Co@o
deasryite por  HNakada 28 1. (1988 Paya a3  pegonha - deg
Frimeresurus Flavoridis. Mehe (1983 mdvevite entretanto,

Qi B NECTrOosSE nin pode sev  avaliada gy oum dnioco méetodo,
como a  dosmoem de DK, & sim deve ser arompanhads de gxames
maoroscapicos, micvroscoblicos {movfologial 2 teatas

hiogquimicos.

Em nossos sHeperinentos {preparagdes in wilroel,
wverificamos alteragBes drasticas nos niveis de CE devido 3

atividade miotdxica da pegonha  de Batbops Insuliaris,

5
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causando  danos ne sarcoplasma  celular com  consgguente
libsragio dests snzima. Esta liberagio se mostrou  dose-
dependente & Ffoi proporcional ao grau de tesio obsevvado na
morfologia =m animais  tratados i wive. A pegonbha de
Bathrops Fararaca tambem libevouw CH pelo messo mecanismo, B

gque @ meEnny sgscala.

A Palta de corvelscleo entve a  curvs dose-dependéncis
dos niveis g DK ¢ a constatagfo da covvespondente
mionecvrose pov  nos obssvvads guando Comparamos as agdes das
peconhas de Sufkrops Jararaca e PofbSrops  Insularis (8
Ngfmi} gem misculo  incubzdo, pode decovvey tanto ga nao
efebtuacio de cortes seviados ou semisservisdos, guanto de qus
oe efeitos Jisioldgicos & bicguimicos s%o mais imedintos do
gque o aparscimento das alteragSes movfoldgicas, tal como foi

ohesywado por Crue-Hofling &Ff af. (1983/784).

01 que tambdm Fica evidente em nossas pesquisas & que @
vegonha de FSofhrops desulards  induz uma fmoilitacio  da
transmissio neuromuscular nas preparaces de mamifevo antes
do apavecimento do blogueio, o gue € incomum nas pegonhas
natvédpicas. Esse efeito pré-juncional &€ comum em pegonha de
serpentes da  Familia Efapidae, veprvesentada no Brasil pela
cobya coral  ou seda, pela Mlorurus corallines (Vital Bragitl
e Fontanz, (983/84). As mambas africanas como s  Deadrosspds
angusticsps POSSUEN  BmM Sua  pegonha um polipspbidio  gus

fambeém  exibe gate efeito pyré-juncionsl, aumsniando =2

wd



amplitude das contracdes mustularss {Havvey & Karlsson,

19840

& protaming, uma btoxina dsolada ds pegonhe de Orofalus
durissus ferrificus  (Familia Vipsridaed, possul wum efeito
famedlitador da transmissBo  neuremuscular &m vesposti RO
gabimulo eldtrico (VMital Brazil #f af, (974, Yital Brazill ¢
akf, 39%% g Chang & Tseng, 978, Essm {oxina pyomove W
aumento na  condutdncia ao  don sddio altevando o branscurso
novmal  da transmissiio. Pellegrind (1978 werificou =m
preparapdss  tratadas COm SSHR toxina, wum  aumento  da
frequénein dos p.p.t.m., seguido por  umia  diminuigio das
amplituds dos W SmOE . Taoiade desta mesms pegonha, A

crotoxina,. gue & ums neurotoxina, Foi  sstudads pov Mitald

Brazgil & Exeell (19713, Vital Bragil (L4972 ® Hawgood
(i979) . Fetgs autorss wvevificaram gue essta neurotoxins
possul Bt o pré-juncional.

O Fato dz miografia tevr reveliado gue w pegonka de
Bofhrogs fnsulfaris & mais btoxica do que @ peoonka de

Bothrops Jararaca tanto em  prepavasdes de mamiferos auanto
de aves, HUGEY S que a exemnplo dz Bofhkrogs  JRINRFASUGESLN
{Rodriguss-Simioni et al, i9E3Y, a pegonbkx da Fofhirops

insularis possua componsnted{s) com acio neurotdxioa.

A pressnga de componentei{s’ de agio pré~-Juncionazal na
poconka &m sstudo & fortements sugervids, nfo sd peslo fato de
haver sumenio ns amplitude das contyagles musculares como

rambdm pelo aumsnto da frequlnpoia dos pop.t.om. . Aldm disso,



o Fato de o sfeibto Facilitador tbtraduzgido pelo aumsnto das
contractes  esbtar aussnie e PYERRYRLEOES de mamiferos
AR 3 frvatamento com d-Tubocuvarinag, vem reforgar  @sta

hipdtese .

Devido & aclo sm  condunto das  toxinas gus compdem a
pegonha, € dificil respondey 3 varias perguntas gue envolvem
05 mecanisnos pelos  guails gssa  pegonhs desencadeian s£us
gfeitos. Ssu  fracionamento podevd assim  escizrecey  tais
mecanismes atravds do gestudo dos componentes dsolados nas

preparasoes acima descvitas.

Finalmente, o aue gueremos enfatizar € gue ha uma
segmelhanca entre 2 pegonhy da Bofsropys  insularis & as
peconhas  das  serpentes do  gfnero Micrurgs, Orofalus g
Bofhrops. Fmo ovelagio 3 semelhanca com a peconha glapidics,
destacamos o facilitacio da tvansmissio ¢ o zcoplamento aocs
receptores pos-juncionais da  placa motora. Em relagio &
pegonha  covotalics, notamos gue = pegonha de  Bofhrops
inwufaris também possul uma  acdo nsurotaxica devideo & sus
agio pré-duncional. J& s#m velaglo is pegonhas bothrdpicas,
verificamos a presenga de efeitos  logsis  tradusidos  pov
gdemn, hemorvagia € necrose além de disturbios wvasculares.
B Tosfolipases, as enzimas proteoliticas & =2s hemovvagines,
presentes na pegonha, bem como substéncizns por gla libevadas

s30 as responsdiveds pov ftals sfeitos.



RESUMD £ CONCLUSBES

& peconha da Fofbrops dnsularis Jararaca~ilhdal Toi
satudada em aves In vive (boxicidade & sstudo movfoldgicod &
in vwifro (estudo micggrafico, slstrofisioldgico & movfoldgico
acompanhado de  dosagem de DK, comparvando ssus efeitos com
augquelies da peaonha  de Bofbrops Jararaca. (s rvesultados

obtidos levam as ssguintes conclusdss.

1Y A& towxicidade da pegonba de Bofbrops fosularis &

supsrior b da pegonba de Bofhrops JFararaca cevea de 95 vese

H

]

mostrando-s58 85 aves muito mais sensgivels & pegonha de

Boffsrops fnswlfaris do aue ow mamifsvos.

2 & pegonha da Bofhrogss insuiaris  woe na Juncio
neuromuscular possuindo agBes tanto pré (agfo facilitadora
oha transmissino nearonuscular: Como POE Juncionmnis

foontratura & blogueio das transmisslo neuvromuscular).

3y & pegonha de Fofhrops insularisg mostrou-se  mals
potente também nas preparvacbss  wusculaves fn wifre de aves
gquando comparada  com as prepavacdes musculasves in wifro de
mamiferos, sendo  esia atividade dose~depsndente. O mesmo
pode-se dizer guando compavads com 8 pegonha de  Bofhrops

JEFESRECR NAE PYERPRYRCOES in viFro.



43 Existe também uma aglo diveta da pegonhs na fibra
muscular detectada através da degeneragio muscular obsevvads
tanto nos mdsculos de pintainhos gus foram injetados com a
peconha come  nos misculos de pintainhos  dincubados com =

mesma.

%y Devido a degensvagio muscular, wverifica-se nos
musculios  btratasdos  fa vifro, um o aumsnto nos  niveis  de
Tiberagdo de CE o gual & dosg-dependente. & liberaclo de CK
in wifiro £ tambem verificads com  a psgonha  de  Bofhross

JaEraraca sando gntretanto EERH Tiberaghio e BEDOYr

intensidade do que aguels causada pela Pofhropy Iinsularis.

&
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ABSTRACT
The effects of Bofirops insularis (Jararvaca-ilhéa)
VETTOM  WEYE gxamined, In  wive dn birvds  ftowxicity  ang
morphological studiss) wand i wifro {myongraphical

slectrophusiological and movphological studies btogether with
the meansurement of CK levels)., These sffects weve compared
o those of Pofhorps  Jararava., The resulis obtainsd aliow

the following conclusions to be dyawn.

1) The toxicity of Bobtbrops fasuiaris wvenom 1s aboutbt Five
times greater than that of Sofhrops Fararaca. Bivds are mugh

more sensitive to Bofhroes Inswclaris venom than ave wmammals.

B2y Bofbrops inswlaris wvenom scocts on thes neuromuscular
junction both presynapbicalliy, o feoilitate neguvomuscuiar
transmission, angd postsyunapticsllys, to  induce contracturse

and blockage of neuwromusculay bransmission.

3 EBofbrops Insularriz venom  is more potent in  in wIifro
muscle preparvations of bhivds than of mammals. This pobtency
e dosg-~dependent . This venom iz also more potent in theose

prepavations than that of Bolbrops Fararaca.



43 The wvenom of Bofhropys Insuliaris has a Jivect action on
mussle Fibers as demonstrated by the suscle degenevation
ohserved fa  vivo in ohicks indected with the venom and ia

wvifro in muscle incubsted with wenom,

5Y The muscle degenevabtion obsevved fo wifro resulted in s
dose-~dependent release of CK. Sofhrops jJararaca venom also
caussed the velease of CE In vifro, although this effect was
tess markead than that observed with Bofhrops Insularis

VeEnom.
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