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RESUMO

Os tecidos muscular e nervoso tém sido objetos de estudo da acdo de toxinas
de varios animais venenosos. O veneno da aranha Phoneutria nigriventer é um
exemplo deste fato. PhTx1 e PhTx2 s&o toxinas isoladas do veneno total da
Phoneutria nigriventer. Seus efeitos foram estudados em preparagdes nervo frénico-
diafragma de camundongos incubados em solugdo aerada de Tyrode a 37°C,
contendo 1 ou 5 pg/ml de PhTx1 ou 1ug/ml de PhTx2. Estudos fisiolégicos e
morfologicos foram realizados com a PhTx1 e somente morfoldgicos com a PhTx2.
As alteragOes foram analisadas 15, 30, 45 e 60 min ap6s incubagao com as toxinas.
Os estudos miogréficos, através de estimulagio indireta, mostraram que a PhTx1
ndo modificou a tensdo das fibras musculares esqueléticas. Além disso, os
experimentos eletrofisioldgicos ndo mostraram alteragdo na frequéncia e amplitude
dos pptms, nem no potencial de repouso da membrana apés 60 min da adicdo da
toxina. O microscopio optico (MO) revelou microvacuolizagéo das fibras musculares
na presenga de PhTx1, assim como mionecrose, incluindo areas de hipercontragao,
perda de miofibrilas, as quais foram instaladas logo apds 15 min de contacto entre a
toxina e o tecido. A toxina PhTx2 causou mionecrose e heterogeneidade no
tamanho e cor da célula que progrediu dos 15 aos 60 min. Através de microscopio
eletrbnico de transmissdo (MET) o musculo incubado com PhTx1 demonstrou
tumefagdo do reticulo sarcoplasmatico, aumento do sarcoplasma celular,
desorganiza¢&o dos sarcomeros, membranas enoveladas e dano mitocondrial. O
tecido muscular incubado com PhTx2, mostrou mudangas ultraestruturais similares,
mas a mionecrose foi mais extensa e severa aos 60 min. Para ambas as toxinas, os
fasciculos intra-musculares do nervo frénico mostraram axénios mielinizados com
vacuolos dentro da bainha de mielina, assim como, peri- e intra-axoplasmaticos. O
citoplasma da célula de Schwann também mostrou vacuolizacdo. Como resultado da
vacuolizagdo intramielinica, houve distorgdo e descompactacdo da bainha de
mielina. As alteragbes das jungdes neuromusculares apds PhTx1 foram suaves com
pouca diminuigé@o de vesiculas sinapticas no interior do terminal nervoso o qual
tornou-se alongado e fino. A goteira sinaptica mostrou-se estreita. Apés incubagéo
com a PhTx2, as jungdes neuromusculares mostraram terminais nervosos
depletados de vesiculas sindpticas e mitocondrias tumefeitas e rompidas. O
axolema era frequentemente visto invaginando-se ou sequestrando porcdes do
axoplasma, ou estava ausente em certas porgdes da goteira. As dobras pos-
sinapticas eram estreitas e dispersas; algumas membranas enoveladas foram vistas
entre estas dobras. As alteragdes morfoldgicas induzidas pela PhTx2 no musculo e
nervo podem ser compativeis com a ativagdo dos canais de sodio presentes nestas
membranas excitaveis. O influxo de sddio foi provavelmente acompanhado por
influxo e um aumento da concentragao intracelular de célcio. O calcio intracelular
(citosblico) pode ter sido liberado pelo reticulo sarcoplasmatico efou pela
mitocondria. A PhTx1 ndo teve ag&o despolarizante ou hiperpolarizante na juncéo
neuromuscular, mas foi contudo tdxica para estruturas musculares e nervosas. O
sito de acado da PhTx1 ndo foi definido sobre as presentes condigdes
experimentais, mas pode envolver o sarcolema e axolema como sugerido pelas
anormalidades morfologicas as quais podem ter sido causadas por distirbios
hidroeletroliticos.



"ABSTRACT"

Muscle and nervous tissue have been the focus of studies on the action of
numerous animal venoms. The venom of spider Phoneutria nigriventer is an example
of such studies. PhTx1 and PhTx2 are toxins isolated from crude Phoneutria
nigriventer venom.Their effects were studied in the mouse isolated phrenic nerve-
diaphragm preparation incubated in aerated Tyrode solution at 37°C and containing
1 or 5 pg/ml of PhTx1 or 1 pug/ml of PhTx2. Physiological and morphological studies
were performed with PhTx1 while only the morphological effects were examinated for
PhTx2. The alterations were examinated 15, 30, 45 and 60 min after the addition of
the toxins. Myographic studies showed that PhTx1 did not elicit any twitch tension of
the skeletal muscle fibers under indirect electrical stimulation. In addition,
electrophysiological experiments did not show any alteration in the  meeps
frequency and amplitude, nor was there any change in the resting membrane
potential 60 min after addition of the toxin.Ligth microscopy (LM) revealed
microvacuolation of the muscle fibers in the presence of PhTx1 as well as
myonecrosis, including areas with hypercontraction, loss of myofibrils, which were
installed as early as 15 min after contact between the toxin and the tissue. The toxin
PhTx2 caused myonecrose and heterogeneity both in cell size and colour that
advanced from 15 to 60 min. By transmission electron microscopy (TEM) muscle
incubated with PhTx1 demostrated sarcoplasmic reticulum swelling, increase of the
cell sarcoplasm, disorganization of the sarcomeres, membranous debris and
mitochondrial damage. The muscle tissue incubated with PhTx2, showed similar
ultrastructural changes, but myonecrosis were more extensive and severe at 60 min.
For both toxins, the intra-muscular fascicles of the phrenic nerve showed myelinated
axons with vacuoles inside the myelin sheath as well as peri- and intra-axoplasmic
vacuoles. The Schwann cell cytoplasm also showed vacuolization. As a result of the
intramyelin vacuolation, there was distortion of the axoplasm structure and
discompactation of the myelin sheath. The neuromuscular junction alterations after
PhTx1 were mild with little diminution of the synaptic vesicles inside the nerve
terminal which became elongated and thin. The synaptic gutter showed shallow.
After incubation with PhTx2, the neuromuscular junctions showed nerve terminals
depleted of synaptic vesicles and disrupted and swollen mitochondria. The
axolemma was frequently seen to be invaginated and sequestered portions of the
axoplasm, or were absent at certain portions of the gutter. The post-synaptic
junctional folds were shallow and disperse; some membranous whorls were seen
among these folds. The morphological alterations induced by PhTx2 in muscle and
nerves can be compatible with the activation of the sodium channels present in
these excitable membranes. The inward sodium flux wasprobably accompanied by
water influx and an increased intracellular calcium concentration. Intracellular
(cytosolic) calcium could be released by the sarcoplasmic reticulum and/or the
mitochondria. PhTx1 did not have a depolarizing or hyperpolarizing action at the
neuromuscular junction, but it was nevertheless toxic for muscle and nerve
structures. The site of action was not defined under the present experimental
conditions, but may involve the sarcolemma and axolemma as suggested by the
morphological abnormalities which could be caused by hydroelectrolylic
disturbances.



INTRODUGAO

Em 1926, BRAZIL e VELLARD caracterizaram a aranha Ctenus nigriventer
como a segunda espécie de aranha que mais determinava acidentes em Sao Paulo.
Era uma espécie comum encontrada na capital e interior deste estado, e em outros
como Santa Catarina, Rio Grande do Sul e Goias. BUCHERL (1964a) afirmou que
estas aranhas também encontravam-se no Paraguai, Bolivia e Guianas, e as
caracterizou como sul-americanas.

A taxonomia do género Phoneutria foi abordada por von EICKSTEDT
(1978/79). Nesta, fez mengdo ao emprego, no passado, dos géneros Ctenus e
Phoneutria como sinénimos e fez uma revisGo do fendtipo dos animais,
especificando os dados filogenéticos destas aranhas.

Hoje designadas por Phoneutria nigriventer (Ctenidae; Labidognatha) e
popularmente conhecidas como "armadeiras", as aranhas deste género alcancam
um comprimento de corpo de até 3 cm, o qual é recoberto por pélos curtos,
aderentes e acinzentados (LUCAS, 1988). Elas ndo constroem teias. Possuem o
habito noturno da caga, penetrando furtivamente nas residéncias e se instalando em
lugares escuros como calgados (BRAZIL & VELLARD, 1925;: 1926; BUCHERL,
1964b).

Individuos acidentados ou animais cujo veneno da aranha Phoneutria
nigriventer neles foi inoculado, apresentaram sinais e sintomas como dor irradiada



do sitio de introdugao, céaibras, tremores, convulsbes tonicas, paralisia espastica,
sialorréia, sudorese, priapismo, taquicardias, arritmias e distdrbios visuais (BRAZIL
& VELLARD, 1925; 1926, SCHENBERG & PEREIRA LIMA, 1966 LUCAS, 1988).

Nestes individuos ou nos experimentos, ndo foi observada producio de
edema local ou necrose, nem coagulagdo do sangue ou hemodlise (BRAZIL &
VELLARD, 1925; 1926). Entretanto, a formacdo de edema em ratos e coelhos apos
injecdo intradérmica do veneno de Phoneutria nigriventer foi observada e
quantificada por ANTUNES et al. (1992). Em ambos os animais, a formacgéo do
edema foi dose-dependente e potencializada por vasodilatadores como CGRP e
Prostaglandina E1. A presenca de edema apds acidentes com aranhas deste
género foi também observada clinicamente, constituindo o segundo sinal mais
importante identificado dentre 126 pacientes atendidos no CCI-UNICAMP no
periodo de 1984 a 1988 (BUCARETCHI, 1992).

FONTANA & VITAL-BRAZIL (1985) e VITAL-BRAZIL (1987) trabalhando em
preparagbes nervo frénico-diafragma de ratos, observaram uma despolarizacdo da
membrana da fibra muscular diafragmatica ndo uniforme, causada pelo veneno de
Phoneutria nigriventer, que foi abolida por Tetrodotoxina (TTX - uma guanidina
heterociclica originada de peixes, sapos, polvo e lagartixas, bloqueadora de canais
de sodio) ou pela redugdo da concentragdo de sodio na solugdo nutritiva. O veneno
também bloqueou a transmissdo neuromuscular em determinadas concentragdes,
blogueio este ndo antagonizado por neostigmina (um anticolinesterasico) ou 4-
aminopiridina (um potencializador da transmissdo neuromuscular, em parte, por
blogueio dos canais de potassio). Foi também encontrado aumento na frequéncia
dos potenciais de placa terminal em miniatura (pptm), suprimidos por TTX quando
esta foi adicionada ao banho anteriormente ao veneno. Quando adicionada ao
banho apbés o veneno, diminuiu sua frequéncia para niveis normais. Ainda, a
duragdo do potencial de agdo (PA) nao foi alterada pelo veneno. Os resultados
supracitado indicaram que o veneno promove ativacdo dos canais de sodio
voltagem-dependentes nas membranas do musculo e nervo.

Especificamente em nervos periféricos de camundongos, CRUZ-HOFLING et
al. (1985), através da injegcdo do veneno desta aranha no nervo citico, observaram
disparos iterativos das fibras nervosas segundos ap6s a inje¢do, com fasciculacdes
e potenciais de placa terminal irregulares. Estes autores observaram que a nivel
morfolégico houve tumefagdo e distensdo dos nodos de Ranvier, com aumento de
seu volume axoplasmatico. Nos internodos, formaram-se vaclolos no espaco
periaxonal e intramielinicos, que comprimiam os axénios e distorciam seu calibre.



Quando o veneno foi injetado no mMusculo soleus e extensor longo dos dedos de
camundongos suas fibras nervosas apresentaram as mesmas caracteristicas
observadas apo6s injecdo intraneural: vacuolizagdo internodal e tumefacao
axoplasmatica nodal. A andlise das placas motoras mostrou terminais nervosos
distendidos e elétron-lucentes, depletados de vesiculas sinapticas e mitocondrias
esparsas. As fibras musculares como um todo, mostraram-se normais. Apos vinte e
quatro horas da injego intraneural as alteraces citadas comecavam a regredir com
consequente restabelecimento gradativo da estrutura normal.

As alteragbes morfologicas relatadas apés introdugdo do veneno da aranha
Phoneutria nigriventer em nervos periféricos foram idénticas as observadas em
experimentos realizados posteriormente com os venenos dos escorpides Leiurus
quinquestriatus e Centruroides sculpturatus através de injegdo intraneural (LOVE et
al., 1986). Estas anormalidades morfologicas também foram muito semelhantes as
encontradas nos experimentos em nervos periféricos cujo agente utilizado foi a
batracotoxina (BTX - um alcalGide esterdide isolado da pele de sapo)
(ALBUQUERQUE et al,, 1971, MOORE et al., 1986). As alteragdes morfoldgicas nos
nervos periféricos pareceram ser resultado do prolongado influxo de sédio induzido
pelos venenos da aranha, dos escorpides e da pele do sapo. Nos estudos
supracitados, o pré-tratamento com TTX preveniu as alteragbes morfologicas
causadas pelo veneno dos escorpides e da aranha (LOVE et al., 1986), e preveniu
as alteragbes fisiologicas causadas pelo veneno do sapo (ALBUQUERQUE et al.,
1971). Embora os resultados sejam semelhantes, a acdo destes venenos sobre os
canais de sodio difere em alguns aspectos. Os venenos dos escorpibes [Lejurus
quinquestriatus e Centruroides sculpturatus contém vérias fraces as quais
modificam o processo de "gating" (abertura e fechamento) dos canais de sédio,
promovendo inativagdo tardia dos mesmos. Além disso, o veneno do escorpiao
Centruroides sculpturatus também atua como ativador dos canais de sédio (LOVE et
al,, 1986). Determinadas mudancas provocadas pela BTX em nervos periféricos
puderam ser explicadas também devido a um efeito da toxina sobre os canais de
sodio (ALBUQUERQUE et al.,, 1971; MOORE et al., 1986). Quanto ao mecanismo
de agdo do veneno da aranha Phoneutria nigriventer CRUZ-HOFLING et al. (1985)
apontaram que as salvas de pptm e as alteragdes morfoldgicas encontradas em
seus experimentos poderiam ser consequentes & ativagdo efou retardo na
inativagdo dos canais de sodio. Por outro lado, FONTANA & VITAL-BRAZIL (1985)
apos experimentos eletrofisiolégicos, afirmaram que o veneno desta aranha nao
atua na inativagdo dos canais de s&dio, baseados no achado de nio alteracao na
duragédo do PA.



Em 1963, DINIZ demonstrou, por separagéo eletroforética, que o veneno de
Phoneutria nigriventer era constituido por um complexo sistema de proteinas, duas
destas capazes de produzir contragdo em preparagdes de ileo de cobaia. Nestes
mesmos estudos conseguiu isolar um componente de notavel atividade neurotdxica.

ENTWISTLE et al. (1982) separaram onze fragbes do veneno de Phoneutria
por filtragdo em gel. Um polipeptideo puro, quase neutro, foi isolado e apresentou
peso molecular 5500 a 5900 daltons. Quando perfundido através de preparacao de
fémur de inseto gerou potenciais de agdo no nervo crural e contragdes musculares
esqueléticas descontroladas.

Dando continuidade a seus trabalhos prévios, DINIZ e seu grupo
(CORDEIRO et al., 1988) identificaram a partir de seis fracdes isoladas do veneno
da mesma aranha, uma com atividade neurotdxica e musculotrépica. Da
recromatografia desta ultima fragdo, um componente apresentou a mesma atividade
neurotdxica e musculotropica e foi inibido por TTX. Quatro componentes foram
originados deste, dos quais dois sdo: PhTx1 e PhTx2.

REZENDE Jr et al. (1991) isolaram trés fracdes neurotdxicas do veneno de
Phoneutria nigriventer, letais para camundongos. Essas toxinas apresentaram pesos
moleculares entre 6000 e 9000 daltons, com aminoacidos (aa) e sequéncia amino
terminal diferentes. Através de injec&o intracérebro-ventricular a PhTx1 (toxina 1)
induziu elevac@o da cauda do camundongo, excitagdo e paralisia espastica das
extremidades posteriores do animal. Apds injegdo da PhTx2 (toxina 2) por esta via,
os animais mostraram sinais de lacrimagéo, salivagio, priapismo, convulsdes e
paralisia espastica das extremidades anteriores e posteriores. A terceira fragio
induziu paralisia flacida das pernas do camundongo por vinte e quatro horas ou
mais. A DL50 média por injegdo intracérebro-ventricular para o veneno bruto, e
toxinas 1 e 2 foi respectivamente 47+ 5 ug/kg, 45 + 4 pglkg, 21,7+0,7 ug/kg para
camundongos.

A toxina PhTx1, ja identificada, foi totalmente sequenciada por DINIZ et al.
(1993). Os experimentos para sequenciamento apontaram que esta toxina era
inicialmente sintetizada como uma pré-pré-toxina e que, até ser alcangada a sua
forma madura, havia similaridade com a sintese e processamento da w-agatoxina IA
e IB, toxina derivada do veneno da aranha Agelenopsis aperta.

Recentes estudos desenvolvidos por FONTANA & VITAL-BRAZIL
(comunicagdo pessoal) no Departamento de Farmacologia da UNICAMP, com a



toxina PhTx2 atuando sobre contragdo muscular e potenciais bioelétricos,
demonstraram que na despolarizagdo de diafragma de ratos, esta toxina foi dezoito
vezes mais ativa que o veneno total e que, em auricula isolada de cobaia, foi
também duas vezes mais ativa que o veneno total . Esta mesma fragcdo, na
concentragao de 0,25 pg/ml de solugéo de banho foi capaz de reproduzir os efeitos
do veneno total descrito por FONTANA & VITAL-BRAZIL em 1985 (REZENDE Jr et
al, 1991). DINIZ et al. (1992) apontaram apds separagdo das frages neurotoxicas
dos venenos das aranhas da familia Ctenidae, que a PhTx2 (derivada do veneno da
aranha Phoneutria nigriventer) em diafragma de ratos e musculo ileo de cobaia
ativava canais de sodio, e tinha seu efeito antagonizado por TTX, assim como o
veneno total.

Foi objetivo da presente investigagdo contribuir para a determinagdo do
mecanismo de agdo da toxina Phtx1, estudando seus efeitos sobre a contracdo
muscular e potenciais bioelétricos, e estudar as alteragbes morfoldgicas induzidas
pelas toxinas Phtx1 e Phtx2 sobre musculo esquelético de camundongos, in vitro.
Com relagdo a ambas as toxinas, a patogénese das lesdes causadas foi estudada
em condigbes agudas do envenenamento. Para tanto, as alteragbes foram
estudadas aos 15, 30, 45 e 60 min de incubacéo.



REVISAO DA LITERATURA

O musculo

Locomogéo e postura s&o fungdes principais desenvolvidas pelos musculos
estriados esqueléticos. A célula muscular esquelética apresenta uma propriedade
especifica, quando excitada gera contragdo. O impulso nervoso que atinge a regiéo
de contato entre o axdnio e a fibra muscular - placa motora - é fator produtor de
excitagdo e contragdo desta fibra (ESBERARD, 1991a).

Os musculos esqueléticos, como o proprio nome indica, ligam-se a estruturas
Osseas ou fascias, através de tenddes, os quais sdo continuos com o tecido
conjuntivo que envolve todo o musculo, o epimisio. As células musculares
esqueléticas ou fibras musculares organizam-se em feixes, chamados fasciculos,
que estdo envoltos por tecido conjuntivo, o perimisio. Cada fibra muscular, por sua
vez, é envolvida pelo endomisio. .,

A especificidade morfo-funcional das células musculares levou & adogéo de
nomenclatura especifica para seus componentes. A membrana celular € comumente

denominada sarcolema, o citoplasma é chamado sarcoplasma e o reticulo
endoplasmatico é conhecido como reticulo sarcoplasmatico.



A fibra muscular esquelética tem comprimento variavel e didmetro entre 10 e
150 ym e € multinucleada, com os nucleos situados na periferia da célula. Cada

fibra é constituida de miofibrilas com mesmo comprimento da fibra e didmetro entre
1 e 2 um (ESBERARD, 1991a).

A fibra muscular esquelética é formada por dois tipos de miofilamentos: o
grosso (di@metro 10 - 12 nm) e o fino (didmetro 5 - 6 nm). O filamento grosso &
formado pela proteina miosina e o filamento fino pela actina. Duas outras proteinas.
a tropomiosina e a troponina, estdo também presentes no filamento fino e tém papel
essencial No mecanismo contratil. A disposigdo dessas proteinas, em particular, da
miosina e da actina dentro da miofibrila, leva a um padrdo de estriagdo com a
formagdo de bandas e linhas, responsaveis pelo nome dado a esse musculo, de
estriado. A0 microscépio 6ptico de polarizagao identifica-se na fibra muscular a faixa
| (chamada isotropica por ndo desviar o plano de luz polarizada) e a faixa A
(chamada anisotrdpica por desviar o plano de luz polarizada). A faixa | & formada
exclusivamente pelos filamentos finos que sdo cruzados pela linha Z, e a faixa A é
formada pelos filamentos finos e grossos, tendo centralmente a banda H, que
corresponde a regido da miofibrila onde s&o encontrados somente os filamentos
grossos, sem interposic&o dos filamentos finos. No centro da banda H, encontra-se
a linha M, local onde se observam projegbes transversais do centro do filamento de
miosina, € que parece ser um importante local de enzimas utilizadas no
metabolismo energético, como a creatinaquinase (CK) (ESBERARD, 1991a
ECKERT & RANDALL,1988). A creatinaquinase catalisa a transferéncia de um
grupo fosfato da fosfocreatina, uma forma de estocagem de grupos fosfato de alta
energia para o ADP, provendo desta forma, o suprimento de ATP necessario a
contragdo muscular. O comprimento relativo das bandas A e | sdo dependentes do
estado de contragao ou relaxamento da miofibrila. Enquanto a banda A permanece
com seu comprimento quase constante, a banda | € a que mais se altera, isto &,
seu comprimento é diminuido quando a miofibrila esta contraida e aumentado
quando ha relaxamento. Em secg&o transversal das fibras musculares, na regido da
banda A, os filamentos grossos mostram arranjo hexagonal, com a interposic&o de
seis filamentos finos. Entretanto esse padréao de organizagdo varia em funcao da
regido onde a secgdo transversal aconteceu, se nas bandas A, I, H ou linhas M ou
Z. Este perfeito modelo de arranjo dos filamentos, numa razdo de 2 filamentos finos
para 1 filamento grosso (ou até 3:1), nao é frequentemente observavel através do
MET (GHADIALLY, 1988).

Bioguimicamente a actina e a miosina representam 55% do total de proteina
do musculo estriado. A actina esta presente sob a forma de polimero longo e



filamentoso, a actina F, formada por dois cordées de mondmeros de actina G. A
actina G e globular e se polimeriza para formar a actina F, filamentosa, a qual se
organiza espacialmente em dupla hélice. A tropomiosina é formada por duas
cadeias polipeptidicas torcidas entre si (cada subunidade torcida possui uma alfa-
helice) e fica encaixada entre as duas cadeias de actina F, sem mergulhar na
goteira entre elas. A troponina € um complexo de proteinas globulares encontrada
nos filamentos finos e presa a tropomiosina em intervalos regulares de 40 nm. E
formada por trés subunidades Tn-T (faz fixag&o a tropomiosina), Tn-C (troponina de
controle) e Tn-l (troponina inibitéria). A subunidade Tn-C fixa quatro moléculas de
calcio idnico e entdo altera a configuracao de toda a molécula, levando a molécula
de tropomiosina para o fundo da goteira entre as cadeias de actina, expondo os
sitios ativos a miosina. A Tn-l inibe a interagdo actina-miosina. A miosina é um
complexo muito maior. Ela pode ser dissociada em duas cadeias pesadas idénticas
e dois pares de cadeias leves. A molécula de miosina, em sua posi¢do caudal, é
formada por dois filamentos entrelagados com cabegas em suas extremidades. A
porgéo caudal é chamada de meromiosina leve e a porgdo que contém as cabecas
de meromiosina pesada. A miosina catalisa a hidrdlise do ATP (adenosina
trifosfato), formando ADP + Pi (fosfato inorgénico), em reacgdo exergénica
(ESBERARD, 1991a).

O ATP n&o € usado diretamente na produgdo da ponte cruzada (ligacdo da
cabegca da miosina a molécula de actina e consequente deslizamento), mas sim
para desligar esta unido. A miosina apresenta ADP e Pi fixados a cabecga, quando
entdo tem alta afinidade pela actina. Em presenca do ATP, actina e miosina unidas,
fazem liberar o ADP e Pi, e entdo o ATP se liga a miosina (reduzindo a afinidade
pela actina), processo este desenrolado somente na presenga do ion calcio em
concentragbes acima de 107 M. Nestas concentragdes a troponina se une com até 4
ions calcio, modificando a conformagdo do filamento fino (por mobilizagdo da
tropomiosina) e expondo os sitios ativos da actina (ESBERARD, 1991a; ECKERT &
RANDALL,1988).

A contragdo muscular se dé pela liberacdo de ions calcio para o sarcoplasma
e o relaxamento, indiretamente, pela remogdo deste por transporte ativo para o
reticulo sarcoplasmatico. Este sistema também é responsavel pela estocagem e
liberagdo deste ion para o meio extracelular. As membranas do reticulo
sarcoplasmatico ocupam de 1 a 5% da célula que contém grande quantidade de
célcio (FLUCHER, 1992; ESBERARD, 1991a). FLUCHER (1992) caracterizou,
estrutural e bioquimicamente, o reticulo sarcoplasmatico em compartimentos
distintos quanto a regulagdo de calcio. A porgdo longitudinal corresponderia a



fragéo leve que conteria alta concentragéo da calcio-ATPase e faria a captacéo do
calcio para dentro deste sistema (contra o gradiente de concentracdo). A cisterna
terminal corresponderia a fragdo pesada do reticulo e seria o compartimento de
estocagem e liberagcdo deste ion, além de estabelecer contato com os tdbulos T
(formando o que se chama de triade). As cisternas contém calsequestrina (proteina
de ligacdo do calcio) e canal liberador de calcio (receptor "ryanodine").

Em continuidade com a membrana sarcoplasmatica (ou sarcolema), de
composi¢cdo lipoproteica, tém-se os tubulos T (tubulos transversos), invaginacdo do
sarcolema ao nivel dos limites entre as bandas A - | de cada sarcébmero. Esta
estrutura, considerada como organela funcionalmente e ontogeneticamente distinta,
tem dupla fungao: excitabilidade e transdugéo de sinais (FLUCHER, 1992).

As triades sao estruturas basicas para a excitagéo e liberagdo de célcio para
o musculo. Consistem de duas cisternas terminais de reticulo sarcoplasmatico
fazendo contato com um tubulo T. O espaco entre estes dois compartimentos é de
15 nm. Na fenda foram observadas estruturas periédicas e elétron-densas
chamadas de pés- juncionais (FRANZINI-ARMSTRONG, 1970). O pé-juncional era
composto de quatro canais liberadores de calcio do reticulo sarcoplasmatico (RS).
Pela técnica de "freeze-fracture” foi observado, na membrana juncional dos tubulos
T, particulas integrais de membrana que se combinavam com pés alternados na
aposicdo do RS (BLOCK & PUMOLIN, 1988). FLUCHER (1992) concluiu que a
aposigdo entre as cistenas terminais e os tubulos T tinha significado desconhecido
mas que devia ser fundamental para a conexdo eletromecanica dos sensores de
voltagem e canais liberadores de calcio. Em musculo esquelético de camundongos
as triades encontram-se entre as bandas A e | (LE TREUT et al., 1990).

Para o processo de sinalizagao dos tubulos T e cisternas terminais do RS, foi
proposto que um segundo mensageiro poderia ser responsavel por tal fato. Tal
mensageiro seria o inositol 1,4,5-trifosfato (ou IP3) produzido pela quebra do
fosfatidilinositol ligado & membrana, e que conhecidamente estimula a liberacéo de
célcio dos estoques intracelulares em alguns tecidos. Considerando-se esta
hipétese, a propagacdo do PA nos tubulos T ativaria nestes uma enzima sensivel a
voltagem que, direta ou indiretamente produziria IP3 e devido ao estreito contato
com as cisternas terminais do RS, se difundiria para a membrana do RS, ligando-se
a um receptor que ent&o abriria os canais de calcio (ECKERT & RANDALL,1988).

Estruturalmente, cada fibra muscular é rodeada por muitos capilares,
ocasionalmente por pequenos feixes de fibras nervosas motoras, que irdo formar as



placas motoras. Cada fibra contém varios nucleos alongados, localizados
perifericamente (subsarcolemais), que sdo pequenos, basdfilos e alongados (uma
fibra normal possui menos que 8 nucleos) (SWASH & SCHWARTZ, 1988). As fibras
sdo envolvidas pela membrana sarcolemal e pela lamina basal. As fibras
musculares, ao MET, apresentam extenso RS e mitocOndrias. Um outro
componente do tecido muscular sdo as células satélites. Estas consistem de
nucleos contendo cromatina frouxa, sarcoplasma elétron-lucente com abundancia
em ribosomos livres, complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico e mitocéndrias,
mas sem miofilamentos. Situam-se abaixo da lamina basal e tém fungao importante
nos processos regenerativos (SWASH & SCHWARTZ, 1988; SALPETER, 1987).

Desde 1873, RANVIER (apud CLOSE, 1972) verificou que os musculos
esqueléticos apresentavam cores diferentes, sendo uns mais vermelhos que outros
guando observados macroscopicamente. Do ponto de Vvista morfoldgico,
histoquimico e funcional, as fibras que compéem o mulsculo esquelético s&o
diferentes. Esta heterogeneidade da populagdo de fibras do musculo pode ser
evidenciada através de métodos histo-enzimolégicos, processos histoquimicos que
evidenciam atividade enzimatica daquela fibra em particular. As fibras diferem, por
exemplo, na atividade enzimatica mitocondrial, e esta atividade é na maioria das
vezes, inversamente proporcional ao didmetro da fibra. Nos mamiferos, as fibras
pequenas sao mais ricas em mitocondrias e mioglobina, e sdo prevalentes nos
musculos vermelhos, e por isso chamadas fibras vermelhas. As fibras grandes
possuem menos mitocondrias, menos mioglobina e prevalecem nos musculos
brancos. Ha também as fibras intermediarias, que relinem caracteristicas das duas
primeiras e sao frequentes nos musculos vermelhos (para revisdo ver CLOSE,
1972). O método de coloragéo atualmente mais usado é ATPase miofibrilar que
classifica as fibras tipo 1 e tipo 2 (quanto aos aspectos fisiolégicos correspondem,
respectivamente, as fibras de contragdo lenta e rapida). A fibra tipo 2 pode ser
subclassificada em 2A, 2B e 2C, classificagdo esta muito atil principalmente no
diagnoéstico de doengas neurogénicas (SWASH & SCHWARTZ, 1988).

A jun¢ao neuromuscular

Toda fibra muscular € inervada por um neurénio motor. A regido da fibra que
estabelece "comunicagdo" com o terminal nervoso é chamada placa motora ou
juncéo neuromuscular (JNM). Em condigbes fisioldgicas um unico neurdnio motor
relaciona-se com varias fibras musculares, o que se chama unidade motora (o
numero de fibras/unidade motora depende da espécie animal e do tipo de musculo -



exemplo: 3 @ 17 no m. extraocular e mais de 1000 no m. gastrocnémio) (MURPHY,
1990).

A bainha de mielina que envolve o neurdnio motor é perdida guando este se
aproxima da fibra muscular, entdo o terminal nervoso desnudo se ramifica e se
encaixa sobre a superficie da fibra. Estes terminais ramificados podem estar em
associagdo com a chamada teloglia (por Couteaux na década de 40). Os terminais
nervosos (de 30 a 300 ym de comprimento) encaixam-se em "goteiras” na superficie
da fibra muscular. A membrana pré-sinaptica do terminal nervoso é separada da
membrana pos-sinaptica, pertencente & fibra muscular, pelo que se chama fenda
primaria (aproximadamente 500 A). O sarcolema na regido pds-sindptica forma
invaginagdes ou dobras que criam um compartimento extracelular, as fendas
secundarias. No compartimento pré-sinaptico, do terminal axdnico, encontram-se
raros ribosomos bem como raros perfis de reticulo endoplasmatico rugoso e de
reticulo endoplasmatico liso, além de neurofilamentos, mitocéndrias e pequenas
vesiculas sinapticas (de aproximadamente 500 A de diametro, que representam os
pacotes quantais de acetilcolina - ACh), vesiculas revestidas ("coated vesicles")
possivelmente envolvidas na reciclagem de membranas. H& ainda especializagbes
elétron-densas da membrana neuronal, onde estdo alinhadas as vesiculas
sinapticas contendo o neurotransmissor, chamadas zonas ativas (acredita-se que
esta zona n&o seja exclusiva para a liberagdo das vesiculas de neurotransmissor)
(para revis&o ver SALPETER, 1987).

Nas fendas sinapticas primaria e secundaria, é encontrada a lamina basal
que envolve a fibra muscular em toda sua extensdo, e acompanha portanto as
dobras juncionais, desempenhando as funges de manutengdo da organizac&o
molecular a nivel pré e pos-juncional (para revisdo ver SALPETER, 1987). A lamina
basal também pode ser evidenciada na célula de Schwann, um outro componente
da jungao neuromuscular. As dobras do compartimento pés-juncional sdo, em sua
maioria, proximas e profundas, 0,73 + de 0,09 um de profundidade, e largura de
0.19 £ 0,05 pm (BOUDIER et al., 1992). Elas aumentam a extenséo total da porgdo
pés-sinaptica da JNM em 3 a 7 vezes, em relagéo a porgdo pré-sinaptica. A regido
do topo das dobras pbs-juncionais é mais espessa e elétron-densa, e se prolonga
para a regi&o das dobras secundarias (25 a 30% para baixo do topo). A porgdo
profunda das dobras secundérias € menos densa e apresenta vesiculas revestidas
e nao-revestidas que frequentemente encontram-se fundidas a membrana
sarcolemal. Esta regido mais espessada do topo das dobras pés-juncionais contém
alta densidade de receptores de ACh. Estudos com alfa-bungarotoxina marcada,
uma toxina pré-sinaptica do veneno de Bungarus multicinctus, ao MET mostraram



concentragdo de 15.000 a 20.000 sitios ligantes/um? (eram 2 sitios ligantes de
ACh/particula). A base das dobras continham 10 a 100 vezes menos sitios que o
topo. O distanciamento de 15 pm do terminal nervoso correspondia a uma
densidade de receptores de ACh inferior a 20 sitios/um? e os valores eram infimos
com distanciamento de mais de 100 pm. O compartimento sarcoplasmatico pos-
sinaptico em proximidade as dobras poés-juncionais continham numerosas
mitocdndrias, aparelho de Golgi (localizado principalmente entre os nucleos e as
dobras), fragmentos de reticulo endoplasmatico rugoso e ribosomos, particulas de
glicogénio, cisternas do RS e vesiculas e um nucleo (para revisdo ver SALPETER,
1987).

O nervo

O tecido nervoso é constituido por dois componentes celulares: os neurénios
e as células da glia. Os neurbnios apresentam dendritos, corpo celular ou pericario,
e axdnio. De forma geral, os dendritos sdo prolongamentos especializados na
recepgdo de estimulos; o corpo celular é o centro tréfico da célula; e o axdnio faz a
condugdo do impulso nervoso. Em analise ultraestrutural, o corpo celular apresenta
nicleo arredondado e nucléolo que contém o material genético da célula,
abundante reticulo endoplasmatico rugoso, aparelho de Golgi (somente encontrado
neste local da célula), mitocondrias em pequena quantidade (nos dendritos e axénio
encontra-se quantidade ainda menor), neurofilamentos e microtibulos. Os
neurofilamentos s&o filamentos intermediarios com didmetro aproximado de 10 nm,
e séo abundantes no pericario e prolongamentos. Os microtubulos t&m didmetro
aproximado de 24 nm e assemelham-se aos encontrados em outros tipos celulares.
O corpo celular possui uma regido com forma piramidal, chamada cone de
implantacdo, onde o axénio tem inicio. Cada neurdnio possui apenas um axonio, e
cada axonio pode ter diametro e comprimento variados. Seu axoplasma apresenta
poucas organelas, dentre elas as mitocondrias e os microtubulos, sendo os

neurofilamentos estruturas encontradas com maior frequéncia (para revisdo ver
JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1990).

Os axonios ou fibras nervosas que fazem parte do sistema nervoso periférico,
agregam-se sob a forma de fasciculos e vém constituir os nervos periféricos. Os
nervos sao envolvidos por trés tipos de bainhas de tecido conjuntivo: o epineuro, o
perineuro e o endoneuro. O epineuro constitui a bainha mais externa de tecido
conjuntivo e envolve o nervo como um todo. O perineuro encontra-se abaixo do
epineuro e envolve cada fasciculo ou grupo de fibras nervosas. O endoneuro
envolve cada fibra nervosa individualmente. Estes envoltérios tornam-se mais



delgados a medida que o nervo vai sofrendo ramificagdes enquanto caminha para a
periferia. E aceito que em nervos monofasciculares o epineuro esta ausente ou
fundido com o perineuro. Nas porgcdes terminais das fibras nervosas a bainha de
tecido conjuntivo torna-se atenuada e dispersa, podendo ser distinguida como um
tecido conjuntivo geral (PETERS et al.; 1991).

No animal adulto, a bainha de tecido conjuntivo tem fungdo de suporte
estrutural e contribui para elasticidade, quando os nervos sdo estirados durante os
movimentos do corpo. O epineuro contém fibras de tecido conjuntivo (principalmente
fibras colagenas, seguidas pelas elasticas), fibroblastos, mastocitos, pequenos
vasos sanguineos e linfaticos, e algumas fibras nervosas que inervam estes vasos.
O perineuro € composto de células achatadas ou escamosas cujo nimero depende
do tamanho do fasciculo nervoso envolvido ou da proximidade do SNC. Em direcao
a terminagdo nervosa ele é reduzido a uma simples camada de células e finaliza
numa bainha aberta proximo ao final da fibra nervosa. As células perineurais tém
uma lamina basal em ambos os lados. Séo encontradas fibras colagenas, mais finas
que as contidas no epineuro e fibras elasticas em escassa quantidade. Em uma
camada de ceélulas perineurais, as células adjacentes ajustam-se em "tight-junction",
nas chamadas zonas ocludentes. Elas produzem uma barreira & entrada de
tragadores nos animais maduros (em animais imaturos ou em situagbes patologicas
esta barreira ndo é eficiente na difusdo de vérios tragadores). O endoneuro é
constituido de elementos do tecido conjuntivo, principalmente fibras colagenas
orientadas longitudinalmente, fibroblastos com nucleo palido, citoplasma com
proeminente reticulo endoplasmatico rugoso e vesiculas pinocitdticas, mastécitos
que se localizam nas regibes perivasculares, macréfagos também localizados em
proximidade aos vasos sanguineos e um rico suprimento sanguineo. Ao acessarem
o endoneuro, estes capilares conduzem com eles o perineuro por uma curta
extensdo, ajudando a manter a integridade da barreira perineural . Desta forma a
entrada de substancias no endoneuro é prevenida pela barreira sangue-nervo,
constituida pelo perineuro e capilares sanguineos continuos no endoneuro, sendo
que em algumas espécies estas barreiras ndo sdo completas. Ela protege as fibras
de agentes nocivos, limita a penetragdo de macromoléculas e pode controlar a
passagem de ions para o endoneuro (para revisdo ver PETERS et al, 1991).

As fibras nervosas, em sua maioria, estdo envolvidas estruturalmente por um
composto lipideo-proteico, chamado mielina. Esta estrutura cobre segmentos
axonicos, definindo os internodos, que sdo delimitados lateralmente pelos nodos de
Ranvier (superficie do axdnio desnuda de mielina). No SNP a mielina, cuja fracdo
solida contém 70 a 85% de lipideos e 15 a 30% de proteinas, origina-se de uma



celula made, a célula de Schwann, também responsavel pela manutencao desta
estrutura. Segundo CALEY & BUTLER (1974) a bainha de mielina originada da
célula de Schwann ¢ formada dentro da célula mae e cujas membranas se fundem
nas porgdes externas e formam as linhas intraperiédicas (no SNC as células mae
s&o os oligodendrocitos, sendo que a bainha é formada a partir da extensdo de um
prolongamento desta célula). Os principais constituintes da bainha de mielina
(colesterol, sulfatideos, fosfolipideos e lipoproteinas) tém metabolismo de sintese
alto nos primeiros estagios de vida, tornando-se estavel na vida adulta e baixa
velocidade de "turnover". Alteragdes estruturais da bainha de mielina ocorrem em
condigbes patologicas como perturbacdes toxicas e metabdlicas, inflamacéo e lesdo
mecénica, e podem resultar na perda segmentar de mielina ou desmielinizagéo
(para revisdo ver NORTON, 1981; RAINE, 1984).

A célula de Schwann é achatada, com nucleo alongado localizado
aproximadamente no centro do internodo, e paralelo ao grande eixo do axbnio. O
citoplasma contém reticulo endoplasmatico rugoso e liso, ribosomos livres,
microtubulos, microfilamentos e wvesiculas pinocitéticas. Também sdo vistos o
aparelho de Golgi e mitocdndrias. Cada internodo é mielinizado por uma célula de
Schwann. A medida que um processo citoplasmatico desta célula envolve o axénio,
este vai tornando-se compactando e perdendo o conteido citoplasmatico. O
processo de mielinizagdo parece advir da penetragdo do ax6nio em um sulco
existente no citoplasma da célula de Schwann. As bordas deste sulco devem fundir-
se e formar o mesaxdnio que, por processo desconhecido, deve enrolar-se
formando uma espiral. Esta espiralizagdo deve dar origem a dois mesaxoénios, o
interno e o externo. O mesaxdnio interno une o axénio & mielina, 0 mesaxénio
externo une a mielina a superficie da célula de Schwann. Os folhetos internos dos
processos da celula de Schwann se fundem e formam as linhas densas principais,
enquanto os externos formam as linhas intraperiédicas. A célula de Schwann em
toda sua superficie externa é recoberta pela lamina basal, e nas células de
Schwann adjacentes ela torna-se continua, estendendo-se ao redor da fibra em todo
o seu comprimento. O citoplasma da célula de Schwann, em sua camada externa,
se expande lateralmente sobre os nodos formando um colar com numMerosos
expansdes digitiformes ou microvilosidades - os processos nodais (que contém
microfilamentos). Abaixo desta camada externa, nas camadas subjacentes da célula
de Schwann em suas porgbes laterais - regido paranodal - as lamelas de mielina
compactadas se abrem em algas laterais (ou terminais) do citoplasma (NORTON,
1981; BRAUN, 1984; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1990).



Em 1925, LILIE (apud ROSENBLUT, 1984) definiu o nodo de Ranvier (NR)
como uma mera fenda na bainha de mielina do axénio, explicando fisiologicamente
o modelo de condugéo saltatoria. O NR apresenta estrutura similar para o SNC e
SNP, sendo que no segundo caso, encontra-se constricdo do axonio na regido
nodal e paranodal. A camada externa da célula de Schwann estende processos
digitiformes ao longo e sobre a membrana nodal, que podem ocupar todo o espago
ao redor do nodo, portanto pode ser dito que os nodos "sdo locais sem mielina
cobertos por prolongamentos interdigitantes das células de Schwann". Ainda dentro
deste sistema, a lamina basal que cobre o exterior da bainha de mielina, se estende
de uma regi&o internodal a outra, passando pelo NR. Foi sugerido que as algas que
compdem a regiao paranodal seriam areas de "tight-junction”, de forma a isolar o
axolema nodal do paranodal, impedindo tanto a corrente de fluir por sob a bainha,
assim como a agao de drogas, toxinas, e ions extracelulares. No NR, as organelas
parecem estar mais concentradas, o citoplasma encontra-se denso e apresenta
neurofilamentos e reticulo endoplasmatico liso. No SNC os NRs desempenham
importante fungdo na transmissdo sinaptica, para o SNC e o SNP, sdo mais
conhecidos pela rapida condugdo do PA pela fibra nervosa, chamada conducgéo
saltatoria.

Os nervos periféricos também s&o constituidos de fibras nervosas
amielinicas, que juntamente com as fibras mielinicas, se arranjam na forma de
fasciculos. Estas fibras também estdo associadas as células de Schwann. Uma
Unica célula de Schwann se associa a um grupo de axdnios amielinicos. A
proporcdo, didmetro e o numero de fibras mielinicas e amielinicas, varia de acordo
com o nervo. Uma estimativa destes dois tipos de fibra é feita no nervo sural de
humanos, um nervo bastante biopsiado. Nele, as fibras amielinicas s&o quatro
vezes mais numerosas que as mielinicas; o didametro das fibras amielinicas varia de
0,5 a 3,0 ym e o das fibras mielinicas de 2.0 a 17.0 um (SWASH & SCHWARTZ,
1988).

Em linhas gerais, a resposta de contragao da fibra muscular é consequente a
liberagdo de um neurotransmissor - no caso ACh - na fenda sinaptica, liberagcao esta
oriunda de um estimulo propagado na fibra nervosa e originado no neurdnio motor
do corno anterior da medula espinhal.

Na auséncia de qualquer atividade pré-sinaptica s&o registrados pequenos
potenciais no elemento pds-sinaptico, com amplitude bastante uniforme, cerca de
0,4 mV. Acredita-se que tais potenciais sdo decorrentes da liberagéo espontanea do
conteludo de uma vesicula sinaptica, e sdo chamados potenciais de placa terminal



em miniatura (pptm ou mepp - miniature endplate potential). A chegada de um PA na
regido do terminal nervoso faz abrir canais de calcio. O influxo consequente deste
ion mobiliza as vesiculas sinapticas em diregdo a membrana pré-sinaptica, que se
fundem e entdo liberam o seu conteldo na fenda sinaptica (exocitose). Este
processo € dependente da concentragdo de calcio intracelular (quanto maior a
concentrag&o, maior o numero de vesiculas liberadas). Em condigbes normais, um
PA libera o conteudo de aproximado de 300 vesiculas, sendo que o contetido de
uma vesicula de ACh, ou quantum, é de cerca de 10.000 moléculas de ACh. O
neurotransmissor liberado pode atuar na membrana pos-sinaptica através de dois
mecanismos: a nivel de um receptor nesta membrana que, uma vez ativado produz
abertura de um tipo de canal idnico, tornando esta membrana permeavel a um ou
mais ions ou, a nivel de um receptor de membrana que quando ativado promove
formagao de um segundo mensageiro capaz de induzir a abertura de canais idnicos.
O mecanismo utilizado no processo de excitagdo da fibra muscular, pela ligagado
receptor nicotinico com a molécula de ACh, é o descrito primeiramente. Estudos de
condutédncia mostraram que para ser produzido um mepc (corrente produzida por
um pptm) s&o abertos 1000 a 2000 canais e que para o receptor se abrir, com alta
probabilidade, deveria haver ligag&o de moléculas de ACh em dois sitios ligantes
deste receptor (ESBERARD, 1991b; SALPETER, 1987).

Canais i0nicos sensiveis a voltagem situados no sarcolema e axolema
tornam os tecidos muscular e nervoso eletricamente excitaveis. As propriedades
eletrogénicas destas membranas estdo relacionadas, em parte, a distribuicéo e
densidade dos canais de sddio voltagem-dependente.

Canais de sodio

Em condigdes de repouso, para a célula nervosa por exemplo, existe um
excesso de cargas positivas no lado externo da membrana e um excesso de cargas
negativas no seu interior cuja diferenca pode variar de 40 a 75 mV (dependendo do
tipo de célula). O excesso de cargas positivas e negativas em relagdo 8 membrana
da célula & dado principalmente por quatro ions: sodio, potassio, cloro e anions
organicos. Estes ions devem difundir-se através da membrana apenas por poros
proteicos hidrofilicos especificos em direg8o aos seus gradientes de concentragdo
(elétrico e quimico) e estabelecem entre si um equilibrio dindmico - potencial de
repouso. Quando a célula é despolarizada, o estado de repouso da membrana é
perdido. Este fato € decorrente da presenca de canais idnicos voltagem-dependente
(entre outros) que sdo abertos somente nesta condigdo. Os canais de sddio
voltagem-dependentes sdo responséveis pela fase de elevagdo do PA (quanto



maior o influxo de sodio, mais € alterada a voltagem, e mais canais se abrem,
gerando um ciclo despolarizante que tende a alcangar o equilibrio eletroquimico do
s6dio). A repolarizagdo da membrana ¢ feita por canais de potassio voltagem-
dependente (efluxo deste ion) e inativagdo dos canais de sodio. Deve ser
considerado que, para a propagacdo do PA o processo de despolarizagéo deve
alcangar o potencial limiar da fibra em questéo (para revisdo ver KOESTER, 1991).

Os primeiros achados cientificos que abordaram a geragdo do PA datam de
1938, por COLE e CURTIS (apud KOESTER, 1991). Eles observaram que a
condutancia idnica na membrana de axdnio gigante de lula estava aumentada
durante o PA. Na década de 40, HODGKIN e KATZ (apud KOESTER, 1991)
observaram que redugéo na concentracdo externa de sédio era acompanhada por
redugdo na amplitude do PA e que, aumento na concentragdo externa de potassio
seguia redug@o na repolarizagdo do PA. Propuseram entdo que a despolarizagio
induzida pelo PA causava uma alteragdo transitéria que aumentava a
permeabilidade ao ion so6dio pela abertura de canais voltagem-dependente,

permitindo que este ion pudesse fluir em diregdo ao seu gradiente de concentracéo
(para revisdo ver KOESTER, 1991).

Os canais de sodio sdo proteinas constituidas estruturalmente por quatro
dominios homologos transmembrana, cada um contendo seis provaveis alfa-hélices
rodeadas por um poro central. Os modelos que tentaram descrever a configuracéo
do canal, em sua maioria, propuseram que cerca de 50% da massa proteica desta
estrutura encontrava-se na porgdo citoplasmatica, 35% dentro da membrana e 10 a
15% se exporiam ao exterior (TRIMMER & AGNEW, 1989). Possuiriam uma
seletividade 12 vezes maior para ions sédio que para outros ions (CATTERALL,
1993). Segundo HILLE (1984 apud BOUDIER et al., 1992), o poro idnico do canal
apresentaria um estreitamento, chamado filtro de seletividade, que o faria ter
dimensdo aproximada a do ion s&dio, pois em quase todo 0 seu percurso o poro
idnico seria mais largo que o referido ion. O fluxo idnico através do canal, ou sua
interrupc&o, deveriam ser consequentes aos processos de ativagdo e inativagédo do
canal, respectivamente. O processo de ativagéo seria decorrente da despolarizagéo
da membrana que exerceria forga elétrica sobre sensores de voltagem que
conteriam cargas ‘“gating", as quais seriam provavelmente residuos de aas
associados @ membrana (KOESTER, 1991; CATTERALL, 1993). NODA et al. (1984)
designou o segmento S4 como um provavel sensor de voltagem, por possuir
residuos carregados positivamente que estariam separados por residuos fortemente
hibrofébicos, estrutura esta que se repetiria nos quatro dominios, que seriam as
possiveis cargas "gating". A inativag&o réapida dos canais de sédio pareceu advir de



aas localizados Nno |abio interno do poro (TRIMMER & AGNEW, 1989; CATTERALL,
1993). Estas condigdes foram descritas, de maneira simplificada, por HILLE (1984
apud BOUDIER et al, 1992) através de um possivel sensor dipolar que detectaria
modificagdes do potencial de membrana e assim induziria mudancas na
conformagao proteica do canal, entre os estados fechado, aberto e inativo.

TRIMMER & AGNEW (1989), numa revisdo sobre canais de sodio,
destacaram que Os peptideos destes canais eram mais conservados entre proteinas

de animais da mesma espécie e menos conservados naquelas de animais de
espécies diferentes.

A permeabilidade ao ion sodio através de seu canal iGnico num PA foi
descrita como estando aumentada por periodo de 0,5 a centenas de milisegundos, e
que a mesma diminuiria para a linha de base em 2 milisegundos (CATTERALL,
1993). Nesta revisao, o autor também mencionou que o sitio de agdo de certas
toxinas, drogas € cations inorganicos sobre os canais de sddio deveria ser por
ligagado destas moléculas no interior do poro, passando a competir com a ocupacgéo
de ions permanentes, e que TTX e saxitoxina bloqueariam os canais de sédio por
ligagao de alta afinidade com a porcao, ou labio extracelular do poro. Anestésicos e
drogas antiarritmicas, também abordadas na mesma revisao, ligar-se-iam no lado
intracelular do canal, portanto somente quando o poro estivesse aberto.

Canais de s6dio e o musculo esquelético

Empregando a técnica "loose-patch voltage-clamp", CALDWELL et al. (1986)
mostraram através de preparagbes com mdusculos esqueléticos de cobras (m.
obliquo externo abdominal) e ratos (m. flexor breve dos dedos), que a densidade de
corrente referente aos canais de sddio era alta nas membranas da placa terminal e
em suas proximidades e baixa nas proximidades dos tenddes. A densidade de
corrente diminuia com o distanciamento circunferencial e longitudinal da placa
motora, parecendo esta diminuicdo, ser a mesma em ambas as diregbes. Entre a
placa motora € O tendao observaram registros pouco frequentes, com densidade de
corrente intermediaria entre os dois pontos. Por localizagdo autorradiografica,
utilizando alfa-toxina de escorpido - toxina Il do Androctonus australis Hector (AaH),
a densidade de canais de sédio nas proximidades da goteira sinaptica foi estimada
ser 5000/um? (BOUDIER et al., 1992). Ndo observaram a presenga de canais de
sodio nas cristas das dobras p&s-juncionais, contrariamente aos achados de
FLUCHER & DANIELS (1989), mas que estes localizavam-se nas bases das dobras
pbs-sinapticas, € cuja densidade também diminuia com a profundidade e



distanciamento da goteira sinaptica. Estes mesmos achados, que consideraram
profundidade e distanciamento dos canais em relagdo a goteira sinaptica, foram
obtidos por LE TREUT et al. (1990) através experimentos de "binding" com as
toxinas alfa e beta de escorpido em musculo esquelético de camundongos e por
FLUCHER & DANIELS (1989), com estudos citoquimicos ultraestruturais com
imuno-ouro em diafragma de ratos. Estes UGltimos autores, através destes mesmos
estudos, também estabeleceram colocalizagdo de uma possivel proteina de
ancoramento para os canais de sodio (ankyrina) e das proteinas do préprio canal na
profundidade das dobras e regido perijuncional, apesar de ter obtido baixa
densidade de ligacéo.

Em 1978, CAILLE et al. através de preparagdes que utilizaram m. semi-
tendinoso de Rana esculenta sugeriram que a corrente de influxo que promovia a
contragdo muscular - corrente de sodio - poderia ser separada em duas fases: uma
precoce, gerada na superficie da membrana, e uma tardia, gerada na membrana do
tibulo T, a qual seria responsavel por parte da contracdo muscular. O s autores
fizeram referéncia ao fato de que a corrente de sddio "tubular" teria cinética mais
lenta que a da superficie. Experimentos realizados com fragées de TTX também em
m. semi-tendinoso de Rana esculenta mostraram diferentes sensibilidades dos
canais de sOdio das membranas da superficie e das membranas do sistema T
(JAIMOVICH et al.,, 1983). Foi postulado que a densidade de canais de sddio na
superficie da fibra era quatro vezes maior que nos tdbulos T . Desta forma, as
propriedades elétricas das referidas membranas tém relagdo & distribuicdo e
densidade dos canais de s6dio voltagem-dependentes.

A corrente de so6dio nas fibras musculares de contragdo rapida e de
contragéo lenta tem sido estudada por RUFF & WHITTLESEY, em 1993. Estes
autores, utilizando a técnica de "loose-patch voltage-clamp" de fibras musculares de
contrag&o rapida e de contragdo lenta observaram que o tipo de fibra influencia as
propriedades do canal dependente de voltagem e a distribuicdo desta proteina
sobre o sarcolema. Os dados mostraram que a corrente de sodio na regido da placa
era 541% mais intensa para fibras de contrag@o rapida e 327% para fibras de
contragéo lenta quando comparado com a corrente de sodio extrajuncional, e que a
corrente de sodio para fibras de contragdo rapida no repouso era 154% mais
intensa na placa e 56% mais intensa na membrana extrajuncional quando
comparado com as fibras de contrag&o lenta. Também foi evidenciado que para uma
determinada fibra, os canais de sédio proximos & placa sdo similares aos canais
que se encontram distantes a ela.



Canais de so6dio e o tecido nervoso

Quanto ao tecido nervoso periférico e a presenca de canais de sédio, BOUDIER
et al. (1992) evidenciaram baixa densidade ou auséncia destes canais na
membrana axonal. Nas células de Schwann estimaram densidade de 1000
canais/um?, e na regiao extrajuncional de 400 a 700/um2. GRAY & RITCHIE (1985)
atraves de experimentos de "binding" e experimentos eletrofisiologicos também
observaram a presenga de canais de sodio nas células de Schwann de coelhos e
nas células de Schwann de ratos colocadas em cultura. CHIU (1987) estabeleceu
relagdo entre a presencga de corrente de sédio sensivel a voltagem (e corrente de
potassio) nas células de Schwann n&o mielinizantes e o processo de mielinizagao
da fibra nervosa. MASSACRIER et al. (1990) contrariaram os resultados observados
por CHIU (1987), utilizando em seus experimentos toxina beta marcada de
escorpi&o (toxina IV de escorpido Centruroides suffusus suffusus) em nervos ciatico
de coelhos. Os autores observaram auséncia de sitios ligantes na membrana
plasmética das células de Schwann de fibras mielinicas ou amielinicas.

Experimentos realizados por GRISSMER (1986) desmielinizando
agudamente os internodos de nervo periférico de sapo e realizando "voltage-clamp",
demonstraram influxo de corrente transitéria sensivel a TTX e que esta produziria
alongamento da corrente de potassio. Este autor também relacionou a densidade de
canais de sodio e potassio no nodo de Ranvier e internodo, e estabeleceu que para
0 ion potassio a densidade de canais era 20 vezes menor no internodo que no
nodo, e para o ion sédio, esta mesma relagdo, era 500 vezes menor no internodo.
Em 1988, BOUDIER et al. utilizando toxina Il de AaH mostraram a existéncia de
canais de s6dio na membrana de axdnios neurosecretérios, através de marcagao
na hipéfise de rato. Também mostraram marcagdo sobre as células gliais que
recobrem as JNMs. Além disso, propriedades do nodo de Ranvier para ligagéo
catibnica vém sendo investigada desde o século passado. LANDON & LANGLEY
(1969 apud ZAGOREN, 1984) observaram que os NR possuiam em suas estruturas
substancias ligantes de cations. A ligagdo de cations foi observada no axoplasma
nodal de fibras maduras e mielinizadas, e foi proposto que estes sitios
relacionariam-se a canais de sodio. Pela técnica de "freeze-fracture". na membrana
nodal do SNC e SNP, foi demonstrada a presenca de particulas intramembranosas
na face-E e na face-P. A face-P apresentou igual nimero de particulas quando
analisada a regiao nodal e internodal, e a face-E apresentou maior concentragéo na
regido nodal, e nesta, a densidade de particulas esteve proxima a estimada para
canais de sodio (cerca de 1200 a 1300/um?) (para revisdo ver ZAGOREN, 1984).



Canais de sodio e neurotoxinas

A literatura revela que as neurotoxinas tornaram-se um objeto de estudo
essencial em neurobiologia, sendo ©os canais de sddio um alvo privilegiado para
suas acbes neurotoxicas.

A TTX, assim como outras (algumas abaixo relacionadas), sdo toxinas
especificas para este canal. As toxinas bloqueadoras dos canais de sédio seriam
TTX e saxitoxina (STX) (RITCHIE & ROGART, 1977). A TTX & uma guanidina
heterociclica encontrada originalmente no ovério e figado dos peixes da sub-ordem
Gymnodontes, e mais recentemente também foi encontrada em lagartixa, sapo e
polvo (para revisdo ver CATTERALL, 1980). Esta toxina deve atuar sobre os
sistemas cardiovascular, respiratorio e neuromuscular, inibindo a geracdo do PA. A
inibicdo se daria via bloqueio reversivel da permeabilidade ao sbédio na fase de
despolarizag&o da célula excitavel. A interacdo da toxina com o canal de sédio deve
ocorrer no lado extracelular do canal. A STX também ¢ uma guanidina heterociclica
produzida por dinoflagelados do género Gonyaulax e encontrada em larga
concentracdo nos moluscos, mexilhGes e outros animais deste tipo. Os estudos
realizados com esta toxina ocorreram apds aos da TTX, e mostraram que esta
toxina também bloqueia o PA sem causar despolarizacdo, de modo reversivel, como
paraa TTX. ATTX ea STX devem ligar-se aos canais de sodio quando estes estio
em repouso, ativados ou inativados, e parece que 0 sitio receptor para estas toxinas
nao se relaciona ao componente sensivel a voltagem do canal. Ha fortes evidéncias
de que o grupo carboxila pertencente ao filtro de seletividade do canal seria
essencial para o transporte i6nico e necessario para a ligacdo das toxinas. As
conotoxinas, como a derivada do Conus geographus, pertencem a este grupo pois
inibem a fixag&o de STX no canal de sddio do musculo por interagdo com o sitio de
acao desta toxina (para revisdo ver CATTERALL, 1980)

A veratridina, a batracotoxina, a aconitina e a grayanotoxina promovem
despolarizacdo das células excitdveis por manterem os canais permanentemente
abertos (RITCHIE & ROGART, 1977). A veratridina & um alcaldide esterdide, e o
mais potente, produzido pelas plantas da sub-ordem Melanthaceae, da familia
Lilaceae. A veratridina € causadora de contratura muscular, disparos nervosos
iterativos e alteragcdo da ritmicidade cardiaca. Estas alteracbes devem ser
decorrentes da despolarizacdo das células excitaveis causadas por bloqueio da
inativagdo do canal de sddio e mudanga da ativagao para potenciais mais negativos
(em decorréncia da ag&o desta toxina, no potencial de membrana de repouso tem-



se canais idnicos ainda ativados). A permeabilidade ao ion sodio causada por esta
toxina é bloqueada por TTX, indicando que a veratridina realmente modifica uma
fracéo do canal de sodio envolvida na geragdo do PA. A batracotoxina (BTX) € um
alcaléide esterdide isolado da pele do sapo colombiano Phyllobates aurotaenia e
espécies relacionadas. Os efeitos desta toxina foram despolarizacdo muscular e
nervosa por aumento da permeabilidade ao soédio (ativagio persistente no potencial
de repouso da membrana) nas membranas excitdveis, despolarizacdo esta
bloqueada por TTX (ALBUQUERQUE et al., 1971). A TTX & um inibidor nao-
competitivo da acéo desta toxina o que indica que a BTX atua em sitio receptor
diferente ao da TTX e STX no canal de sodio. Estudos realizados em nodo de
Ranvier demonstraram que tal toxina promove bloqueio completo da inativagdo e
mudanga, na dependéncia da voltagem, na ativagdo para potenciais de membrana
mais negativos. A aconitina € um alcaloide produzido pela planta Aconitium napellus
e é responsavel por repetitivos pds-potenciais e oscilagbes seguindo estimulacéo
nervosa. Estes efeitos s&o produzidos devido a despolarizagdo prolongada
seguindo ao PA, que ent&o previne a repolarizagdo. A TTX também bloqueia esta
despolarizag&o, sugerindo que tal despolarizagdo seja resultante da ativagdo dos
canais de sodio voltagem-dependente e blogueio da inativagdo. As grayanotoxinas
(I, I e ) estéo contidas nas plantas da familia Ericaceae e despolarizam as
células excitaveis por aumentarem a permeabilidade ao ion sédio. A TTX inibe de
forma ndo-competitiva a corrente de sbédio induzida por esta toxina, o que indica
que elas atuam em sitios diferentes no canal de sédio. De forma geral pode ser
inferido que estas toxinas, soluveis em lipideos, atuam sobre o mesmo canal iénico
devido ao fato de, a TTX causar especifico bloqueio as suas respectivas acdes, e
ainda que elas se ligam com alta afinidade para um estado ativo dos canais de
sddio e mudam o equilibrio preexistente dependente da voltagem entre o estado
aberto e inativo (para revisdo ver CATTERALL, 1980).

As toxinas polipeptidicas que atuam em canais de sddio sdo as do veneno de
cretas espécies de escorpido e as de anémona do mar. Estas toxinas foram
extensamente usadas na investigacdo e interpretagcido da estrutura, funcdo e
diferenciac&o dos canais de s6dio ao nivel molecular (JAIMOVICH et al., 1982). A
fidedignidade quanto a densidade de canais de sodio, inferida através de
experimentos de "binding" ou eletrofisioldégicos usando toxinas, foi contestada por
LE TREUT et al. (1990). Venenos e toxinas de escorpido causaram alteragdes nas
propriedades de voltagem dos canais de sodio, induzindo liberagdo de
neurotransmissores, arritmias cardiacas, despolarizagdo e disparos repetitivos no
nervo (CATTERALL, 1980). O veneno do escorpido fricano Leiurus quinquestriatus,



do escorpi&o Androctonus australis Hector, e do escorpido brasileiro Tityus
serrulatus prolongaram a inativagdo dos canais de sodio (BARHANIN et al., 1982) e
o primeiro alterou a dependéncia da voltagem da ativagdo e inativagdo para
potenciais de membrana mais negativos (para revisdo ver CATTERALL, 1980). O
veneno do escorpido Centruroides sculpturatus causou repetitivos potenciais de
placa terminal no nervo motor, manutengdo da corrente de sodio apods fluxo
transitério deste ion - o potencial de agao foi prolongado - e ndo teve efeito sobre a
sua inativag&o, mas alterou a dependéncia da voltagem da ativag@o para potenciais
de membrana mais negativos (KATZ & EDWARDS, 1972; MEVES et al., 1982). A
presenga de TTX e STX ndo afetou a ligagdo destes venenos no sitio receptor do
canal de s6dio, © que indicou distincdo do local de agdo para os venenos e da TTX
e STX. As toxinas originadas dos venenos dos escorpides foram classificadas em
alfa e beta toxinas. As alfa toxinas, como a toxina |l originada do AaH, induziram de
forma geral prolongada inativagdo do canal de sbdio, e sua afinidade estava
relacionada ao potencial de membrana da célula. As beta toxinas, como a toxina IV
originada do veneno de Centruroides suffusus suffusus, mudaram a ativagdo dos
canais de sodio independente do potencial de membrana. As toxinas alfa e beta
devem ligar-se especificamente aos sitios 3 e 4, respectivamente, dos canais de
sodio - ver tabela a seguir (LE TREUT et al,, 1990; MASSACRIER et al., 1990). A
toxina de anémonas do mar foi inicialmente isolada e purificada do veneno de
Anemonia sulcata, com polipeptideos de peso molecular variando entre 2500 e 5000
daltons. A partir desta foram sequenciadas trés toxinas, e de outra anémona, a
Anthopleura xanthogrammica, mais uma toxina. Os polipeptideos de cadeia mais
longa eram mais potentes que os de cadeia mais curta, e produziam inibicdo da
inativagéo e ligacao dependente da voltagem (para revisdo ver CATTERALL, 1880).

A tabela abaixo enumera as toxinas referidas anteriormente e as correlaciona
com seus diferentes sitios de agéo farmacologicos.

Sitio receptor Neurotoxinas Efeitos farmacoldgicos
1 TTX ) inibicdo do transporte
saxitoxina ibnico
2 veratridina ativagao persistente
batracotoxina do canal e
aconitina sinergia as toxinas que

grayanotoxina se fixam no sitio 3



Sitio receptor Neurotoxinas Efeitos farmacologicos (continuagio)

3 toxinas de escorpi&o  inibigdo da inativagéo e
tipo alfa sinergia com as toxinas
toxinas de anémona que se fixam no sitio 2
mar

4 toxinas de escorpido  modificam a ativacéo
tipo beta

Inseticidas naturais como as piretrinas e seus derivados sintéticos como os
piretréides devem atuar no sistema neuromuscular de insetos e crustaceos por
aumento da permeabilidade ao sodio, induzindo hiperexcitabilidade, convulsdes e
paralisias eventuais. Seu principal efeito foi diminuigdo na velocidade de inativacéo
do canal com consequente aumento transitdério da permeabilidade deste ion
durante o PA (JACQUES et al,, 1980). Estas neurotoxinas, em altas concentragdes,
devem deprimir a permeabilidade ao sédio e ao potassio, com consequente
blogueio da excitabilidade nervosa. Este bloqueio, no entanto, foi revertido na
presenca de alcaldides (como a veratridina e BTX) e outras neurotoxinas peptidicas
(JACQUES et al., 1980).

Alguns venenos e toxinas ndo tém acéo direta sobre os canais de sodio. No
entanto, atuando em outros locais que ndo estes canais, induzem grandes
alteragdes estruturais no tecido muscular esquelético ou sinais clinicos neurologicos
semelhantes aos causados pelo veneno da aranha Phoneutria nigriventer.

O veneno da cobra Crotalus durissus terrificus interferiu na liberagdo do
neurotransmissor do terminal nervoso motor, mas ndo promoveu alteragdes na
porcdo pos-sinaptica (GOPALAKRISHNAKONE & HAWGOOD, 1984). Através de
injecdo endovenosa e inje¢do intramuscular em diafragmas de camundongos,
observaram no tecido nervoso lesdes leves associadas & tumefagdo mitocondrial
(com desorganizacao de suas cristas e vacuolizagdo com inclusdes vesiculares) e
diminuigdo no numero e variagédo na forma das vesiculas sinapticas. Com relac&o as
fiboras musculares, estas apresentaram dissolugdo em 24 horas, com
desorganizagéo e necrose. Entre 24 e 48 horas havia perda de axoplasma e,
colabamento e esfarelamento de mielina com formagéo de gldébulos. Os autores
associaram estas alteragbées a possivel aumento do ion calcio no citosol. Outras
neurotoxinas como a taipoxina e notexina dos venenos das cobras Elapidae,
Oxyuranus scutellatus e Notechis scutatus scutatus, respectivamente, também



causaram alteragbes na porgdo preé-sinaptica (CULL-CANDY et al., 1976). Estas
alteragbes incluiram bloqueio da transmissdo neuromuscular e deplecdo de
vesiculas sinapticas do terminal nervoso, mas nao interferiram na regido pos-
sinaptica.

STRINGER et al. (1972) estudou o efeito do veneno da cobra Crotalus viridis
viridis em musculo biceps femoral de camundongo. Observou dareas focais de
mionecrose com reticulo sarcoplasmatico dilatado e desorientado, componentes
filamentosos condensados e, mitocOndrias alargadas e arredondadas, além de
hemorragia no tecido conjuntivo endomisial muitas vezes associada a rompimento
da membrana sarcoplasmatica.

Achados clinicos como lacrimagéo, salivagdo, sudorese, taquicardia e
fasciculagdo muscular compuseram um quadro, dentre outros sinais, causado pelo
veneno da aranha australiana Atrax robustus (ou "Sydney funnel-web spider")
(DUNCAN et al,, 1980; DUCHEN & GOMEZ, 1984). Estes sinais foram observados a
nivel clinico em macacos e foram decorrentes da liberagdo de ACh na placa motora
e sistema nervoso autdnomo, seguido por depressdo desta liberagdo num segundo
momento. Estudos in vitro mostraram que os efeitos foram reversiveis e nao
pareceram causar danos ultraestruturais (DUNCAN et al., 1980).

Os venenos da aranha do género Lactrodectus, popularmente chamadas
vilva negra, marrom e vermelha, tém acdo neurotoxica e afetam o terminal nervoso
sensorial @ motor, principalmente de humanos, primatas e roedores. O individuo
acometido sofre dor irradiada da area da mordida, torna-se inquieto e experimenta
dificuldade respiratoria. A sindrome conta ainda com suor profuso lacrimagao,
nausea, vomito, oliguria, retengdo urinaria e priapismo. O veneno parece atuar a
nivel pré-sinaptico (axbnio pré-terminal e células de Schwann), mas ndo afeta as
fibras musculares. Estudos in vitro utilizando o veneno da viGva negra em
diafragmas de camundongos revelaram terminais nervosos tumefeitos, deplecéo de
vesiculas sindpticas e rompimento mitocondrial. As alteragdes agudas observadas
nas JNMs utilizando este mesmo veneno, restringiram-se ao terminal pré-sinaptico e
foram caracterizadas por tumefagcdo, elétron-lucéncia, deplecdo das vesiculas
sinapticas, mitocOndrias tumefeitas e arredondadas, membranas enroladas em
proximidade ao axolema e desnervagao apés poucas horas (QUEIROZ, 1982). Os
ramos nervosos intramusculares e células de Schwann encontravam-se em
condigbGes normais (para reviséo ver DUCHEN & GOMEZ, 1984).
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Danos musculares

Os venenos e toxinas podem ter seus sitios de agdo especificos na célula, no
entanto, os mecanismos que desencadeiam no final do ciclo, as alteracdes
estruturais, s&o bastante semelhantes.

Em 1978, PUBLICOVER & DUNCAN utilizando um iondforo de célcio que
atua no reticulo sarcoplasmatico, observaram que o aumento do ion calcio
intracelularmente, causou um sequestro deste, num primeiro momento, pelas
mitocondrias que entdo se tornaram tumefeitas. Em seguida elas liberaram o calcio
acumulado e sofreram mudangas estruturais. Segundo estes autores, o aumento de
célcio intracelular estimularia uma protease neutra responsavel pela degradacéo
dos miofilamentos. Na década seguinte DUNCAN & JACKSON (1987) utilizando
agentes que reduziriam a degradagao proteica induzida pelo calcio, ndo observaram
redugdo dos danos ultraestruturais. Ainda neste ano, DUNCAN (1987) estabeleceu
que o ion calcio em concentragbes superiores a 107 M poderia disparar rapido e
consistente dano muscular. Baseados nos dados supracitados concluiu que os
mecanismos de dano celular rapido nao estavam relacionados, de forma prioritéria,
a alteracdo no pH, deplecdo de ATP, proteases neutras ativadas por célcio e
enzimas lisosomais, embora tenha argumentado que in vivo cada um destes itens
podia ter sua fungdo. RODERMANN et al. (1982), estudando este mesmo problema,
utilizaram iondforo de célcio e inibidores da protease ativada por este ion e
observaram, assim como DUNCAN & JACKSON (1987), que a lise proteica nao era
reduzida. No entanto, utilizando um inibidor de proteases lisosomais encontraram
inibig&o da lise tecidual, e concluiram que a lise proteica do musculo era causada
por efeito da fungdo lisosomal mediada por prostaglandina.

Em 1988, estudando a acdo da fosfolipase A2 (PLA2 - considerada como
provavel candidata causadora de danos musculares em consequéncia da sua
ativagdo pelo calcio), DUNCAN observou que a inibigdo desta e de outros
metabdlitos desta via, ndo prevenia o dano celular induzido pelo aumento de célcio
intracelular. O autor entdo n&o descartou a possivel atividade desta fosfolipase no
dano muscular, mas sugeriu a atuag&o de um outro sistema.

Em continuidade aos estudos dos fatores que ativariam o mecanismo de
dano muscular via aumento de calcio intracelular, DUNCAN (1989) estudou a
funcdo dos radicais oxigénio. A ativagdo deste mecanismo seria via fluxo de calcio
através de uma proteina de transporte ligada a desidrogenase transmembrana,
onde a desidrogenase NADPH que relaciona-se ao fluxo de elétrons



transmembrana e ciclo redutor, causaria oxidagédo "thiol" (alteragdo da miosina) e
produgdo de O=2 Desta forma, o sistema disparado por calcio seria ativado por
perturbagées na membrana, andxia, agentes mitocondriais e ciclo redutor (oxidacéo
“thiol").

Diversas musculopatias apresentam, sob analise ultraestrutural, extensas
areas de dano muscular. Em pacientes com paralisia hipercalémica, cujo principal
sintoma referido é fraqueza muscular, a anélise ultraestrutural do tecido muscular
mostrou desorganizagado miofilamentar, perda do paralelismo dos sarcémeros,
rompimento miofibrilar, tumefagdo mitocondrial e rompimento de suas cristas,
ondulamento ("streaming") das linhas Z, reticulo sarcoplasmatico dilatado e
formando vacuolos, areas de rarefacdo de material miofibrilar e, corpos ovais
encontrados abaixo da membrana sarcolemal (MACDONALD et al., 1968). Na
poliomiosite cronica, que também se manifesta por fraqueza e cansaco, a andlise do
tecido muscular ao MET demonstrou alteragdes marcantes no nucleo da fibra e que
com o rompimento do envelope nuclear eram identificadas figuras mielinicas e
desarranjo das linhas Z, daquela proximidade (SATO et al., 1971).

Significativas alteragbes da fibra muscular sdo encontradas na distrofia
muscular de Duchenne. Os niveis de CPK (creatinafosfoquinase) estavam
usualmente elevados, assim como os do ion célcio (MILHORAT et al., 1966;
ANAND, 1983), as miofibrilas extensamente espacadas, as mitocdndrias em
degeneragdo, reticulo sarcoplasmatico desorganizado, distendido e vesiculado,
havia rompimento da membrana plasmatica porém a fibra muscular permanecia
envolvida pela lamina basal, linhas Z borradas, miofibrilas fragmentadas, aumento
de sarcoplasma e figuras mielinicas (MILHORAT et al., 1966).

A condig&o: exercicio excéntrico tem mostrado ser marcante na produgdo de
danos fibrilares. Individuos submetidos a este tipo de exercicio, como no processo
de desaceleragéo, mostraram dor muscular tardia, rompimento de fibras musculares
mas auséncia de necrose isquémica das mesmas (FRIDEN et al, 1981). O
sarcomero perdeu sua estrutura, de forma nao usual (EDWARDS et al., 1984), as
linhas Z tornaram-se alargadas, borradas e rompidas e o material miofilamentoso
adjacente encontrou-se supercontraido ou desorganizado (FRIDEN et al., 1981). O
consumo de oxigénio, e portanto ATP, foi menor que o utilizado na contragéo
concéntrica (ABOTT et al, 1952; MATTIELLO et al., 1989). A forga voluntéria
méaxima diminuiu com o progressdo do numero de contragbes (NEWHAM et al.,
1983). Tem sido mostrado que contragbes excéntricas causam elevagéo dos niveis



2%

de enzimas musculares circulantes, principalmente creatinaquinase plasmatica (CK)
(ARMSTRONG et al., 1983; NEWHAM et al, 1983; MATTIELLO et al, 1989).

A febre também € uma condigdo que desencadeia lise proteica do tecido
muscular. BARACOS et al. (1983) demonstraram que, por exemplo, nos processos
infecciosos (e consequente febre), os pirégenos leucociticos induziram liberacao de
prostaglandina E2 pelo tecido muscular e esta, por sua vez, levou a quebra de
proteinas deste tecido.

As fibras musculares esqueléticas sofreram danos ultraestruturais quando
foram colocadas em condigdo de hipdxia (McCALL & DUNCAN, 1989). Sob
preparag&o /n vitro o musculo soleus foi submetido a hipdxia e a estimulagdo de
campo, seguindo um periodo de  hipdxia. Nestas circunstancias a analise
morfolégica identificou dois tipos de danos: sarcomeros relaxados com dissolugéao
dos miofilamentos e deslizamento ou dissolugdo de secgdes das linhas Z; além de
sarcomeros contraidos ou hipercontraidos com miofilamentos aparentemente pouco
danificados. Ainda sob estas condigbes, apds 30 minutos de hipdxia, havia dano
ultraestrutural nas fibras musculares, sem contudo haver alteracdo detectavel nos
niveis de CK. Segundo estes autores a liberacdo de CK ocorreria somente apos
incubagdo do musculo por 90-120 minutos. Os eventos de dano celular pareceram
ser propiciados por mudangas no fluxo de célcio mitocondrial, j& que a funcdo desta
organela € suprimida quando exposta a curtos periodos de hipéxia. Os autores
concluiram que a combinagdo hipdxia e atividade contractii  desencadeariam mal
funcionamento das mitocondrias e RS.



MATERIAL E METODOS

1. ANIMAIS

Os animais utilizados para experimentagdo foram camundongos Mus
musculus variedade Albinus da raca Swiss, fornecidos pelo Biotério Central da
UNICAMP pesando entre 18 e 22 gramas. Os animais foram mantidos em gaiolas e
alimentados com agua e ragéo ad /ibitum, no Departamento de Farmacologia desta
Universidade.

2. TOXINAS

As toxinas PhTx1 e PhTx2 (toxinas 1 e 2 respectivamente) da aranha
Phoneutria nigriventer foram isoladas e, gentilmente fornecidas pelo Prof. Dr. Carlos
R. Diniz do Centro de Desenvolvimento da Fundag&o Ezequiel Dias, Belo Horizonte,
MG.

As toxinas enviadas ao Centro de Microscopia Eletrdnica do Instituto de
Biologia da UNICAMP foram solubilizadas, conforme indicagdo, em solucgéo
fisiologica (ou salina). A concentragéo final apresentada pelas toxinas 1 e 2, em
relagéo a solugdo diluidora, foi de 1:1 (jug/pl).



3. DOSE

Nos estudos eletrofisiolégico e morfolégico, as doses de toxina 1 e 2
estabelecidas para a experimentag&o foram, em ambos os casos, de 1 ug/mi -
toxinas ja solubilizadas em salina. Esta dose foi definida tomando-se por referéncia
os estudos eletrofisiolégicos desenvolvidos por FONTANA & VITAL-BRAZIL (1985),
que utilizaram o veneno total desta aranha, e obtiveram respostas do terminal
nervoso e das fibras musculares esqueléticas a partir de 1 ug/ml da solugcéo do
veneno nos experimentos in vifro. Também foram considerados os estudos
eletrofisiolégicos, desenvolvidos por este mesmo grupo, utilizando a toxina PhTx2
(comunicag&o pessoal). Nestes estudos observaram responsividade das fibras
musculares esqueléticas e do terminal nervoso, do musculo diafragma de ratos, a
partir da dose de 0,38 ug/ml.

O estudo eletrofisiolodgico contou ainda com a utilizacdo de uma dose
superior, de 5 ug/ml, em determinados experimentos, com o objetivo de comprovar
os resultados encontrados.

4, PREPARACAO NERVO FRENICO DIAFRAGMA DE
CAMUNDONGOS

Os animais foram sacrificados por deslocamento na porgéo cervical da coluna
vertebral nos experimentos fisioldgicos, e anestesiados com éter etilico nos
experimentos morfolégicos e em seguida, foram sangrados por secgéo dos vasos do
pescogo. A preparagdo nervo frénico - diafragma foi isolada e montada no menor
tempo possivel, estando sob aerag&o com carbogénio (mistura 95% oxigénio e 5%
gas carbénico, pH 7,4) e em solugdo Tyrode, segundo técnica modificada descrita
por Bllbring, 1946) - para ratos. A composi¢do da solugdo Tyrode em mM foi: NaCl
136,8; KC12,7; CaCl2 1,8, NaHCOs 11,9; MgCl2 0,25; NaH2POQ4 0,3; glucose 11,0.

5. ESTUDO MIOGRAFICO
Registro da forca de contracdo frente a estimulagao indireta

Para estudos do efeito da PhTx1 sobre a contragdo muscular, o musculo
diafragma, com o nervo integro, foi suspenso em cuba de vidro de 5 ml com solugéo
de Tyrode (composi¢do ja descrita), aerado com carbogénio e em temperatura de
37°C, durante 60 minutos. O registro foi realizado em fisiografo MPM - 4A
através de transdutor isométrico F - 50 NARKO Bio-Systems Inc. O musculo foi



estimulado por eletrodo bipolar, através de seu nervo motor (indiretamente), cujos
pulsos foram gerados por estimulador GRASS S48. A duragdo e a frequéncia destes
pulsos foram 0,2 ms e 0,1 Hz respectivamente, e voltagem maximal. Durante todo
este processo o musculo esteve submetido a tensdo constante de 2 g/cm através de
fio atado a sua porgdo tendinosa e ligado ao transdutor miografico acima citado. A
toxina foi adicionada somente apds estabilizagio da preparagio (n=2).

6. ESTUDO ELETROFISIOLOGICO

Registro dos potenciais de repouso (PR) e dos potenciais de placa terminal
em miniatura (pptm)

Para estudos do efeito da toxina 1 sobre potenciais bioelétricos, o diafragma
foi montado horizontalmente numa cuba de perspex de capacidade de 4 ml. O
fluido do banho, temperatura e mistura do gas para oxigenagdo também foram
solugdo de Tyrode pH 7,4, 37°C e 95% de oxigénio e 5% de gas carbbnico,
respectivamente.

O registro destes potenciais foi conduzido de maneira convencional,
utilizando microeletrodos de vidro preenchidos com KCI 3 M (resisténcia 5 a 20
MOhms), que foram introduzidos intracelularmente na regido das placas terminais.
Os PRs (n=4) e pptm (n=2) foram registrados em osciloscépio TEKTRONIX e
somente os pptm foram fotografados em camara POLAROIDE.

Ambos os potenciais bioelétricos foram avaliados em diferentes tempos apds
a adicdo da PhTx1. Sao eles 0 (ou controle), 15, 30, 45 e 60 minutos.

As medidas de PR que foram consideradas em cada tempo representaram o
valor médio obtido a partir do registro de cinco fibras musculares distintas.

A analise de significancia estatistica das medidas tomadas para potencial de
repouso (PR) foi determinada pélo teste Student t, com um nivel de significancia
0,01,



7. ESTUDO MORFOLOGICO

7.1 Incubagao

Para analise morfolégica, metade dos musculos diafragmas (hemidiafragmas)
de camundongos, isolados segundo técnica descrita anteriormente, foram montados
com a face torécica voltada para cima (na posigéo supina), em cubetas de 3,5cmde
diametro, preenchidas com 4 ml de solug&o nutritiva Tyrode a 37°C e sob aeracgao
feita com carbogénio. As bases das cubetas eram preenchidas com parafina para
proporcionar fixagdo do hemidiafragma, através de alfinetes de metal, instituindo
tensdo minima nas fibras musculares.

A seguir o hemidiafragma, sob aeragdo, permaneceu incubado sob
temperatura constante de 37°C. Nestas condigdes adicionava-se a toxina (1 ou 2)
na dose de 1 pg/ml (ja descrita) e iniciava-se a contagem do tempo. O grupo
controle O (zero) foi obtido simplesmente através do isolamento do diafragma
seguindo a tecnica descrita e, fixado subsequentemente. O grupo controle 60 min
foi obtido através do isolamento e incubagdo do diafragma em solugdo nutritiva
Tyrode, na auséncia de toxina, com as demais condi¢gOes experimentais mantidas.
Os tempos considerados neste estudo foram: controle: 0 (zero) e 60 minutos, sem
toxina, e para cada toxina, 1 e 2: 15, 30, 45 e 60 minutos. O numero de diafragmas
considerado em cada tempo e que compos o estudo morfoldgico foi de 2 (n=2).

7.2 Fixagao

Completada a incubag&o do musculo com a toxina, iniciava-se o processo de
fixagdo do material em experimentagao, para analise ao MET.

7.2.1 Fixagao pelo método Karnovsky

Nesta etapa a solugdo incubadora foi desprezada e, rapidamente foi
derramado por sobre o musculo solugdo fixadora Karnovsky - 2,5% glutaraldeido e
2% paraformaldeido em tamp&o cacodilato de sédio 0.2 M (acrescido de 0,002 g de
cloreto de calcio para cada 100 ml de tamp&o cacodilato nesta concentracdo), pH
72 - 7,4 e, a temperatura de 4°C. Nesta solugdo o musculo foi fragmentado em
pedagos de aproximadamente 2 x 1 mm e ai foram mantidos por tempo minimo de 2
horas, a 4°C.

Apos 1 hora de imersdo em solugdo fixadora Karnovsky, parte do material foi
colocado em outra solug&o, descrita abaixo, para proceder &4 marcacdo das JNMs



(STRUM & HALL-CRAGGS, 1982). O restante do material foi mantido na mesma
solugdo dando prosseguimento ao processamento habitual de tecidos biolégicos.

7.2.2 Marcacgdo das placas motoras
O material selecionado para marcagdo das placas motoras foi transferido

para solug@o de marcagdo preparada imediatamente antes a sua utilizaggo,
segundo técnica descrita por STRUM & HALL-CRAGGS (1982). A técnica
basicamente compreende a localizagdo citoquimica da atividade da
acetilcolinesterase das placas motoras. Através deste método sdo revelados sitios
"esterase positivos" pela incubagdo com indoxil acetato e pararosanilina,
possibilitando a observagéo das jungdes neuromusculares ao MO e MET. O meio de
incubacgao citoquimico consistiu de:

1,0 ml de uma solug@o de indoxil acetato e,

0,2 ml de solugdo de pararosanilina em

8,8 ml de tampéo citrato (pH 6,0) resfriado.
Apds permanecer uma hora neste meio de incubagdo, a 4°C, o material tornou-se
disponivel para prosseguir conjuntamente o processamento do material para a MET
com a outra porgdo de musculo que encontrava-se em solugao fixadora Karnovsky.

O material como um todo (marcado e ndo marcado) passou em seguida por
solugdo a 1% de tetréxido de 6smio (OsOs4).

7.2.3 Pos-fixagao e contrastagao
Colocado em solugdo de OsOs 1% (diluigdo feita em tampao cacodilato de
s6dio 0,2 M, pH 7,2 - 7,4) o material permaneceu a 4°C, por 2 horas.

Anteriormente a fase de desidratagcdo, o material foi retirado da solugdo de
Os0s e transferido para a solugdo de acetato de uranila 0,5%, aquosa. Nesta
solugéo foi deixado durante a noite.

7.3 Desidratagao

O material foi desidratado em etanol (30, 50, 70, 90, 95 e 100%). Em cada
estagio os fragmentos permaneceram por periodos de 15 min, sendo que em 100%
foram realizadas trés trocas.

Anteriormente & embebig&o, os fragmentos passaram por 6xido de propileno
diluido em etanol na proporcéo 1:1, e a seguir em &xido de propileno puro, por
periodos de tempo de 15 min cada.



7.4 Embebigao e inclusao

A resina utilizada nesta etapa de experimentacdo foi Araldite 502
(Polysciences Inc.) misturada com DDSA, DMP-30 e Dibutilftalato nas devidas
proporgbes, como indicado pelo fabricante.

A embebigdo dos fragmentos foi feita com a resina anteriormente referida
diluida em &xido de propileno. Foram estabelecidas trés etapas, de uma hora cada,
utilizando trés proporgbes distintas de resina:oxido de propileno - 1:2, 11, e 2:1,
realizadas em rotor. Em seguida os fragmentos foram transferidos para resina pura
e colocados em estufa a 37°C por uma hora. A seguir foram transferidos para os
moldes de silicone, previamente preenchidos com resina pura e e foram orientados,
onde permaneceram em estufa a 60°C por, no minimo, trés dias para polimerizacgo.

7.5 Cortes semifinos

Obtida a polimerizagdo em resina dos fragmentos do material em estudo,
foram efetuados o seccionamento e a analise dos mesmos.

7.5.1 Seccionamento

Os fragmentos de musculo esquelético foram cortados em Ultramicrétomo
Super Nova (Reichert-Jung) utilizando, navalhas de vidro. Cortes com espessura
variando entre 0,5 a 1 ym foram separados e aderidos a laminas histolégicas

através de flambamento. O processo de coloragdo destes cortes foi feito com azul
de toluidina 5% em carbonato de sddio 0,5%.

7.5.2 Analise Histopatoldgica

O processo de analise histopatolégica destas laminas foi feito em MO Zeiss.
Os cortes semifinos foram fotografados em Fotomicroscépio Zeiss, utilizando filme
Kodak Plus X Pan 125 ASA, branco e preto.

A partir desta andlise era estabelecida a selegdo do material que seria
submetido ao seccionamento ultrafino.

7.6 Cortes ultrafinos

7.6.1 Seccionamento

Os cortes ultrafinos foram obtidos utilizando ultramicrétomo referido
anteriormente, com navalha de diamante. A espessura dos cortes variou entre 60 e



70 nm. Este material foi contrastado com solugdo de citrato de chumbo (CO:
sensivel) a 0,2% em hidroxido de sédio 0,1 N (VENABLE & COGGESHALL, 1965),
por 7 min a temperatura ambiente.

7.6.2 Analise Ultraestrutural

O processo de analise ultraestrutural deste material foi feito em MET Zeiss
modelo EM9S-2 do Centro de Microscopia Eletronica do Instituto de Biologia,
operado sob tenséo de 60 KV. O filme utilizado para fotografar este material foi Fuji
Electron Microscopic Film - orthochromatic.

7.7 Processamento para Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O material utilizado para analise na MEV esteve incubado com as toxinas 1 e
2, assim como o material utilizado para o MET, ja referido anteriormente (item 7.1).
Apos incubacao, os diafragmas, sob os mesmos tempos considerados para analise
ao MET, foram fixados em Karnovsky conforme descrito no item 7.2.1. Tendo
permanecido por tempo minimo de 2 horas nesta solugdo, a 4°C, e ja fragmentado,
o material foi transferido para solugdo tampéo de fosfato de sodio 0,1 M (com
cloreto de calcio), pH 7,4 e lavado com esta solugdo por 15 min. O processamento
utilizado segue técnica descrita por USHIKI & IDE (1988) para observacdo de
nervos periféricos, a qual segue abaixo.

7.7.1 Digestao enzimatica

Encerrado o processo de lavagem, os fragmentos foram transferidos para
solugdo de hidroxido de potassio 5N por 10 min & 60°C, dando inicio ao processo de
exposi¢éo das fibras musculares por liberagao do tecido conjuntivo que envolve este
tecido (epimisio, perimisio e endomisio).

O material foi novamente lavado em tamp&o fosfato 0,1 M, agora em pH 6,8
e, a seguir foi colocado em solugdo de colagenase Tipo Il (Sigma) por 3 horas,
finalizando © processo de digestdo enzimatica do tecido conjuntivo.

7.7.2 Pos-fixagao ‘

Nesta etapa os fragmentos apresentavam, a nivel macroscépico, nitidas
fibras musculares parcial ou totalmente livres. A imersdo destas em acido tanico 2%
(diluido em tampéo fosfato 0,1 M - pH 7,4) constituiu a etapa seguinte a digestao
enzimatica. Nesta solugéo os fragmentos permaneceram por 2 horas a temperatura
ambiente, € em seguida foram lavados em agua destilada por 1 hora. O processo de
pos-fixagdo foi completado com solugdo de tetroxido de osmio 2% (diluido em



tampé&o fosfato 0,1 M - pH 7,4) onde os fragmentos estiveram imersos durante a
noite.

7.7.3 Desidratagao
Apbs terem sido novamente lavados em agua destilada, os fragmentos foram
desidratados em série crescente de etanol: 30, 50, 70, 90 e 100%, permanecendo

por 15 min em cada estagio, com excegéo do Ultimo estagio, onde permaneceu por
45 min (referente a 3 trocas).

Finalizada a desidratag&o, o material foi transferido para acetato de isoamila

diluido em etanol, na propor¢éo 1:1 por 15 min. Em seguida esteve em acetato de
isoamila puro por mais 15 min.

7.7.4 Ponto critico

O ponto critico-seco foi alcangado usando CO: liquido estando o material em
acetato de isoamila. Para tanto foi utilizado aparelho de ponto critico BALZERS
CPD 030 - Critical Point Dryer. Os fragmentos foram entdo montados em suportes
de aluminio e metalizados com carbono grafite e ouro, em evaporador HITACH],
modelo HUS - 4GB Evaporator.

7.7.5 Andlise
O processo de analise de superficie das fibras do musculo diafragma foi
realizado em MEV JSM-JEOL T300 do Departamento de Fisico-Quimica do Instituto

de Quimica da UNICAMP. O filme utilizado para fotografar este material foi FUJI
Neopan SS - 120.



RESULTADOS

ANALISE FISIOLOGICA: BIOPOTENCIAIS E FORCA DE CONTRACAO

Os resultados fisiologicos obtidos utilizando a PhTx1 foram divididos quanto
as respostas observadas na preparacdo nervo frénico-diafragma de camundongos
frente a estimulac&o indireta e quanto aos registros do potencial de repouso e do
potencial de placa terminal em miniatura.

1. REGISTRO DO POTENCIAL DE PLACA TERMINAL EM MINIATURA (pptm)

O registro destes potenciais para cada tempo de atuagdo da toxina (15, 30,
45 e 60 minutos), com dose de 1 ug/ml, ndo demonstrou qualquer alteracdo na
frequéncia ou amplitude, quando comparado com o registro realizado nas
condi¢bes de repouso (figura 11, t1, lll IV, V).

Estes resultados n&o foram modificados quando foi utilizada uma dose
cinco vezes maior (5 pg/ml) da PhTx1 sobre a preparagéo.

2. REGISTRO DOS POTENCIAIS DE REPOUSO (PR)

O registro dos PR apds os mesmos tempos a adigdo de 1 pg/ml da toxina 1,
ndo mostrou alteragéo significativa (P > 0,01) nos sentidos de despolarizacdo ou
hiperpolarizagdo das fibras musculares esqueléticas de camundongos.



O registro dos valores de PR também n&o sofreu alteracdo quando foi
utilizada uma dose cinco vezes maior (5 ug/ml) da toxina 1 da aranha sobre a
preparagado (tabela 1, figura 2).

3. REGISTRO DA FORCA DE CONTRACAO MUSCULAR A ESTIMULACAO
INDIRETA (EI)

Na preparagao nervo frénico - diafragma de camundongos sob estimulacéo
indireta, foi observado que a toxina PhTx1 da aranha Phoneutria nigriventer, na
dose 1 ug/ml, nao desencadeou alteragdo na amplitude das contracdes das fibras
musculares esqueléticas no decorrer de 60 minutos a adigdo da mesma (figura 3).

ANALISE MORFOLOGICA: HISTOPATOLOGICA (MO) E BIOLOGIA
CELULAR (MET)

Os achados do estudo morfolégico compreendendo o grupo controle e os
grupos que envolviam os estudos com as toxinas PhTx1 e PhTx2 serdo descritos a
partir das analises efetuadas ao nivel da MO e MET.

OBS. A técnica utilizada para marcagdo das JNMs pela pararosanilina nao
se mostrou eficiente particularmente para MET. Entretanto os fragmentos que
encontravam-se macroscopicamente marcados (pontos ocres no tecido muscular)
foram selecionados, e a partir dos blocos destes foi possivel alcancar as JNMs com
maior facilidade, quando comparado com os demais blocos (n&o marcados).

1. GRUPO CONTROLE
1.1 Microscopia Optica

As fibras musculares analisadas, referentes aos grupos controle (0O e 60 min)
mostraram em cortes longitudinais para ambos os tempos, estriagdes transversais,
nucleos ovalados e periféricos distribuidos uniformemente ao longo do comprimento
das fibras, bem como os contornos celulares bem delimitados. Quando em cortes
transversais observavam-se contornos arredondados ou poligonais, e nucleos
também periféricos (figuras 4 a, b).



Os axdnios evidenciados nestes mesmos tempos, isolados ou pertencendo a
grandes feixes nervosos, apresentavam contornos regulares, mielina bem evidente
e axoplasma uniformemente distribuido (figura 5).

1.2 Microscopia Eletronica de Transmissao

A analise ultraestrutural das fibras musculares dos animais pertencentes aos
grupos controle mostrou em ambos os tempos, quando em seccgao longitudinal, a
unidade basica de contracdo - 0 sarcoOmero - com estruturas constitucionais bem
definidas (figura 6). Pode ser verificado o alinhamento das linhas Z, os filamentos
de actina e miosina, as triades instaladas abaixo da linha que faz a unido das
bandas A e |, para o musculo esquelético de camundongos, e as mitocondrias bem
preservadas com suas cristas bem orientadas e matriz com elétron-densidade
normal. Em cortes transversais verificou-se a delimitacdo das fibras musculares
pelo sarcolema, a presenca de sarcoplasma por entre os filamentos e, reticulo
sarcoplasmatico e mitocodndrias por entre as miofibrilas (figura 7).

A placa motora nestes animais era caracterizada por terminal nervoso com
vesiculas sinapticas esféricas elétron-lucentes bem distribuidas e mais
concentradas nas chamadas zonas ativas. As mitocondrias pertencentes ao
terminal nervoso apresentavam-se estruturalmente bem preservadas. A porgdo da
fibora muscular que encontrava-se imediatamente abaixo do terminal axonal
apresentava-se com uma depressdo, a fenda sindptica primaria. O sarcolema nesta
regido apresentava invaginagbes que caracterizam as fendas sinapticas
secundarias. A lamina basal, que acompanha o sarcolema em toda a sua extensao,
na placa motora seguiu a fenda sinaptica secundaria. A regido sub-sinaptica da
fibora muscular que constitui a placa motora possuia um sarcolema rico em
mitocondrias (figura 8).

Sob corte transversal, os feixes nervosos mostravam-se envolvidos, em toda
a extensdo, pelo perineuro. Seus ax&nios apresentavam-se envoltos por lamelas de
mielina, que l|hes conferia uma 'conformagéo irregular, podendo ocasionalmente
serem identificados nucleos das células de Schwann. O axoplasma estava
uniformemente distribuido. O espaco entre as fibras nervosas era preenchido por
delicada camada de tecido conjuntivo, endoneuro, com fibras colagenas
distribuidas ao acaso e orientadas transversalmente e longitudinaimente (figuras 9
a, b). Em situagbes muito restritas observou-se pequena descompactacdo das
lamelas de mielina e discreta tumefagao mitocondrial, nos referidos tempos



2. EFEITOS DA PhTx1
2.1 Microscopia Optica

As alteracOes histopatologicas observadas, através da MO, causadas pela
PhTx1 foram encontradas nos tecidos muscular e nervoso apés 15 min de atuacéo
desta toxina e n&o diferiram, em extenséo, quanto aquelas encontradas apds 60
min de atuagao da mesma toxina.

Quando analisadas em cortes transversais ou longitudinais, as fibras
musculares apresentaram-se integras em sua maioria, durante todas as etapas
estudadas (figuras 10 a, b). No entanto, algumas fibras musculares apresentaram
vacuolos apos 15 min de incubac&o, vacuolizagdo esta que acometeu de maneira
similar outras fibras analisadas ap&s incubacgao por 30, 45 e 60 min. Outras fibras
poderiam apresentar-se escuras. Ambas as alteragdes podem indicar mionecrose
(figura 11).

Os axbnios mielinicos analisados neste estagio do estudo mostraram graus
diferentes de retragcdo do axoplasma. Agueles axdnios que mostravam, em corte, o
axoplasma preenchendo todo o lumen axonal podem representar fibras nervosas
totalmente integras, ou simplesmente mostrarem integridade apenas naquele nivel
da seccgao (figura 12).

2.2 Microscopia Eletrénica de Transmissao

2.2.1 Andlise ultraestrutural das fibras musculares

As fibras musculares que se mostravam alteradas ao MO, quando analisadas
no MET traziam varias alteragbes ultraestruturais. Um achado bastante comum foi
tumefagcdo mitocondrial, observada logo apc’)s 15 min de incubagao. Esta organela
apresentou diversos estagios degenerativos. O aumento de volume, caracterizado
por arredondamento do contorno externo da organela, era acompanhado por
elétron-lucéncia de sua matriz. As cristas mitocondriais apresentavam perda de sua
arquitetura intrinseca, e membranas ou barras elétron-densas também foram
observadas no interior desta organela, com 30 min de experimentacao (figura 13).
Ocasionalmente havia lise de suas membranas externas (figura 14).

Foi observada vacuolizacdo no interior das fibras musculares que,
provavelmente correspondia aos microvacuolos identificados pelo MO, e aumento
do volume sarcoplasmatico (aumento da elétron-lucéncia) em todos os tempos



estudados. A vacuolizagdo pareceu ser decorrente da tumefacdo do sistema
reticular sarcoplasmatico, caracterizando-se por formacao de estruturas esféricas, e
por vezes, com acumulo interno de membranas enroladas concentricamente. Os
tubulos T com seu aspecto e dimensdes normais podiam ser vistos justapostos as
cisternas terminais do reticulo sarcoplasmaético dilatadas (figuras 15 a, b). O
aumento de volume de sarcoplasma era mais evidente nas proximidades do
sarcolema, mas também pode ser notado apds 15 min de incubacio no interior da
fibra muscular esquelética, por entre as miofibrilas. Estas regibes possuiam, na
maioria das vezes, alem de mitocondrias dispersas (e por vezes em degeneracio),
restos de material celular. Ocasionalmente foi observado rompimento ou rarefacéo
do sarcolema apos incubagéo do musculo esquelético com a PhTx1 (figura 16).

As fibras musculares analisadas sob corte longitudinal mostraram, algumas
vezes, integridade de sua organizagd&o morfologica, com sarcOmeros bem definidos.
Outras vezes podiam ser notadas regides nas fibras em que estas estruturas
encontravam-se encurtadas (figura 13), o que denota que as alteracbes
mionecroticas nesta fase precoce tém caracteristicas focais. As regides de
encurtamento do sarcOmero associavam-se efetivamente as areas de degeneracio
mitocondrial. No entanto, em areas que havia mitocdndrias em degeneracéo,
podiam ser vistos sarcomeros que estavam em condigdo de repouso (figura 17).

2.2.2 Andlise ultraestrutural dos nervos

Nos quatro tempos analisados, os axdnios com axoplasma uniformemente
distribuido, com microtubulos, neurofilamentos e mitocdndrias estruturalmente bem
definidos, e linhas intraperidédicas continuas coexistiam com axénios que
apresentavam alteragbes caracterizadas por descompactacdo das lamelas de
mielina e, formac&o de vacuolos intramielinicos e intraxonais. Paralelamente a
célula de Schwann mostrava sinais degenerativos, que incluiam edema, perda de
organelas e vacuolizagéo (figuras 18 e 19).

Adicionalmente, algumas fibras nervosas apresentavam as lamelas de
mielina descompactadas, as quéis voltavam-se para o axoplasma formando as
chamadas figuras mielinicas, e acabavam por comprimir as estruturas pertencentes
a porcéo interna do axénio. Muitas vezes, além da compressdo do axoplasma
desencadeada pelas figuras mielinicas, somava-se a vacuolizagdo intramielinica
(figura 20).

Os vacuolos encontrados no citoplasma da célula de Schwann, assim como
os vacuolos intramielinicos ndo se apresentavam em grandes proporgbes e eram



de pequeno tamanho. O perineuro encontrava-se integro em sua extensdo, assim
como o endoneuro, e nucleo da célula de Schwann .

Com o tempo, os vacuolos intramielinicos avolumavam-se de forma a
restringir o conteudo axoplasmatico a pequeno espago dentro do axénio.
Vacuolizagdo intraxonal constituiu um achado ocasional nos axdnios do nervo
frénico incubados com PhTx1 (figura 21).

As fibras nervosas amielinicas ndo mostraram alteracbes aparentes nos
quatro tempos analisados. Morfologicamente assemelhavam-se as observadas nas
condigbes controle.

2.2.3 Andlise ultraestrutural das jungoes neuromusculares

As placas motoras analisadas no decorrer do intervalo dos 15 aos 60 min de
incubagdo com a PhTx1 mostraram terminais nervosos com mitocondrias que
apresentavam cristas bem definidas e vesiculas sinapticas com forma, tamanho e
quantidade semelhante as encontradas sob as condigbes controle. Excecdo
ocorreu aos 30 min de atuagcdo da toxina, onde alguns terminais nervosos
mostraram-se depletados parcialmente de vesiculas sinapticas.

A porgéo poés-sinaptica apresentou dobras pds-juncionais alongadas e
esparsamente distribuidas, acompanhando em extensdo os terminais nervosos. O
distanciamento aparente das membranas pré e pds-sinapticas - fenda sinaptica -
condizia com as condigbes controle. Também pode ser observado agrupamento de
mitocéndrias proximo as dobras pés-juncionais, com arranjo de suas cristas e
elétron-lucéncia quase que exclusivamente normais. O sarcoplasma sub-sinaptico
mostrou-se homogeneamente distribuido préximo e por entre as miofibrilas (figura
22).

Um achado bastante interessante, e discretamente evidenciado desde os 15
min de incubacao, foi a presenga de goteiras sinapticas rasas (figura 23). Varias
placas motoras foram encontradas nestas condigbes apbds 60 min de incubacgao.
Nelas, o terminal pré sinaptico estava alongado, acompanhando grande extens&o
da fibra muscular, e estreitado por todo o seu percurso. Ainda neste tempo, os
terminais nervosos haviam perdido a elétron-lucéncia, apresentando-se como uma
massa opaca quando observados no MET e, as vesiculas sinapticas encontravam-
se densamente comprimidas (figura 24). As demais estruturas, do préprio terminal
assim como da porcdo poés-sinaptica e da fenda sinaptica, encontravam-se
estruturalmente bem preservadas.



3. EFEITOS DA PhTx2
3.1 Microscopia Optica

O tecido muscular e os axénios analisados sob MO, apos serem incubados
por periodo de até 60 min com a toxina 2 da aranha Phoneutria nigriventer,
sofreram alteragbes estruturais que progrediram dos 15 min aos 60 min. A
extens&o da leséo foi diretamente proporcional ao tempo de incubagio do tecido
com a toxina.

Apbs 15 min de incubacéo, sob corte transversal, apareceram lesdes focais
de fibras musculares em associagdo a fibras com aparéncia normal. As lesdes
caracterizavame-se por microvacuolos, regides das fibras que apresentavam areas
palidas e irregulares, fibras com lesdes em delta, células escuras, células com
aparéncia amorfa e outras com miofibrilas agrupadas ao acaso (figura 25). Sob
corte longitudinal puderam ser caracterizadas regides de hipercontracdo e aumento
de didmetro nas fibras musculares, seguidas por regides de estiramento dos
miofilamentos e diminuigdo do didmetro (figura 26). Estas alteracbes podiam ser
acompanhadas pela presen¢a de microvacuolos.

Aos 30 min, as fibras no seu todo mostravam-se atingidas mais
extensamente, apresentando graus variados de lesdo celular. Vacuolizacdo foi o
aspecto mais marcante em termos de extensdo da lesdo além de grande
heterogeneidade na coloragdo das fibras, sendo que as mais escuras tinham
aspecto amorfo-hialino (figura 27). Neste estagio, sob corte longitudinal também
eram vistas fibras com coloracdo n&o uniforme ao longo do seu comprimento,
inclusive com perda de material miofilamentar, e areas de contracdo nas fibras.

Aos 45 min, as fibras musculares que se apresentavam sob corte transversal
ainda eram predominantemente marcadas por vacuolos de diversas dimensdes.
Neste estagio, as fibras coradas mais fortemente apresentavam forma poligonal, as
coradas mais levemente mostravam-se mais arredondadas, com aspecto tumefeito.
Concomitantemente, eram identificadas lesbes focais que atingiam a periferia da
fibra tornando-as palidas e havia até mesmo perda de parte da célula (figura 28).
Em cortes longitudinais, eram vistos: vacuolizagdo, células com aparéncia amorfa,
regibes com areas palidas irregulares, areas de hipercontragéo e de estiramento e,
descontinuidade longitudinal dos miofilamentos (figura 29). Apdés 60 min de
incubacdo, em cortes transversais era visivel a tumefagdo sofrida pelas células



danificadas quando comparadas com as vizinhas, que apresentavam contornos
poligonais assimetricos (figura 30). Observado o material em secgdes seriadas
pode ser notado que os vacuolos sofriam aumento e diminuicdo nos seus
tamanhos, de corte para corte.

Os axoénios analisados sob corte transversal apresentaram marcada
vacuolizag@o apos 45 e 60 min de experimentagao (figura 31).

3.2 Microscopia Eletronica de Transmissao

3.2.1 Analise ultraestrutural do tecido muscular

A analise ultraestrutural das fibras musculares mostrou alteragbes logo aos
15 min de incubagdo com a toxina 2. A principio, pode ser constatada a
coexisténcia de células bastante danificadas em proximidade a outras
completamente intactas, as quais pareciam estar em maior proporcéo. As células
afetadas apresentavam descontinuidade longitudinal, em espessura, dos
sarcomeros, ou seja, perda do valor de referéncia em espessura das miofibrilas, no
decorrer do comprimento da fibra. Além desta alteracdo em espessura, foi
verificado rompimento dos miofilamentos em determinados pontos. A banda | do
sarcomero em determinadas regides estava com seu comprimento alterado, assim
como, por conseguinte, a banda A. Estas por¢des contraidas, eram seguidas por
zonas de repouso ou estiramento dos miofilamentos, promoviam desalinhamento
das linhas Z da fibra (figura 32). As linhas Z em algumas ocasides apresentaram-se
borradas ou onduladas ("streaming'’). O espaco entre os miofilamentos estava muito
aumentado provavelmente por aumento do sarcoplasma (caracterizado por
aumento da elétron-lucéncia), o qual era mais avolumado nas proximidades da
membrana sarcoplasmatica. O sarcoplasma que envolvia os miofilamentos continha
restos de material celular distribuidos homogeneamente. Havia ainda tumefacéo do
reticulo sarcoplasmatico e as triades eram marcadas por discreta tumefacio da sua
porc¢éo reticular (figura 33). Havia tumefagdo mitocondrial e desorganizacdo de seu
sistema de cristas. Algumas fibras continham internamente estruturas
membranosas enoveladas, também chamado ‘'whorls". Estas estruturas
membranosas enoveladas foram vistas, a partir deste mesmo tempo, em
proximidade ao sarcolema.

Aos 30 min de incubacdo o material apresentava areas com alteracdes
morfolégicas musculares drasticas e com tumefagcdo evidente das cisternas
terminais do reticulo sarcoplasmatico (figura 34). Havia regides nas miofibrilas de
algumas fibras musculares onde n&o era possivel identificar a banda |, e algumas
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linhas Z também pareciam borradas. Os cortes transversais mostravam
desorganizagc&o dos miofilamentos, aumento de sarcoplasma e restos de material
celular no liquido sarcoplasmatico. Também havia alteracées mitocondriais.

As etapas posteriores mostraram aumento em extensdo dos danos acima
descritos, podendo, ocasionalmente, ser visto rompimento da membrana
sarcoplasmatica (figura 35). Algumas fibras apresentavam grandes e pequenos
vacuolos por entre os miofilamentos dissolvidos no sarcoplasma. Os vactolos de
tamanho grande encontravam-se em quantidade restrita, formando estruturas
enoveladas ou simplesmente possuiam o interior elétron-lucente no todo. Os
vacuolos de tamanho pequeno eram fartos em nuimero e, ocupavam extensa area
sarcoplasmatica. Apos 60 min existiam fibras morfologicamente desestruturadas,
com areas que apresentavam alta densidade de miofibrilas associadas a outras de
completa auséncia. Até mesmo o sentido do corte, transversal ou longitudinal, era
dificil de ser identificado pois havia completa perda da organizacdo estrutural das
fibras (figura 36). As mitocOndrias representaram, dentro do contexto: alteracées
ultraestruturais desencadeadas pela PhTx2 no musculo diafragma de
camundongos, um aspecto indicativo do fator progressdo da lesdo. Pode ser
notado uma evolugao temporal, em extensdo, do acometimento desta organela nas
diferentes etapas deste estudo. Algumas fibras musculares apresentaram
mitocdndrias estruturalmente integras em proximidade a outras fibras cujas
mitocondrias podiam encontrar-se tumefeitas, com seu sistema de cristas destruido
e fragmentado, elétron-opacas, com restos de material no seu interior, barras
elétron-densas, e até mesmo rompimento da membrana externa. As alteracdes
supracitadas nao puderam ser agrupadas de forma a estabelecer uma evolucéo
cronolégica do acometimento muscular e mitocondrial, ou seja, ndo pode ser
estabelecido um paralelo entre o tempo de incubacdo do musculo com a toxina e os
diversos estados das mitocondrias. Nem todas estas alteragdes foram encontradas
numa unica fibra e, algumas destas alteragdes ndo foram vistas em todas as etapas
de incubagao do musculo com o veneno.

De forma geral, a toxina PhTx2 causou franca mionecrose cuja intensidade
foi maxima no uitimo tempo de analise, 60 min, para este trabalho.

3.2.2 Analise ultraestrutural dos nervos

Também as lesbes induzidas pela PhTx2 sobre os axénios do nervo frénico
foram evidenciadas logo ap6s 15 min de experimentagdo. Axénios em degeneracéo
eram vistos em proximidade a axdnios estruturalmente integros. Os axodnios
danificados apresentavam descompactacgao das lamelas de mielina e formacgéo de



vacuolos de diferentes tamanhos identificados nas imediagbes do axoplasma, e
foram classificados como intramielinicos. Também foram encontrados vactolos no
citoplasma das celulas de Schwann. As mitocondrias do axoplasma mostraram-se,
na maior parte das vezes, tumefeitas e com seu sistema de cristas em
degeneracdo. O perineuro e o endoneuro apresentaram-se estruturalmente
integros. Os NRs ocasionalmente observados neste tempo, apresentaram-se
distendidos e bastante irregulares quanto nos seus didmetros, com retracao e
separacdo das alcas terminais de mielina das regibes paranodais proximais e
distais (figura 37).

Dos 30 aos 60 min de incubacao, os axénios do nervo frénico mostraram
intensificagc&o progressiva dos sinais anteriormente referidos. No decorrer do tempo
foram identificados vacuolos de maior tamanho, a mielina tornou-se mais
descompactada e as estruturas do axoplasma (microtibulos, neurofilamentos e
mitocondrias) cada vez mais comprimidas. Em algumas ocasides o axoplasma
reduziu-se quase a metade das dimensdes originais ou até mais. A ruptura do
perineuro também foi observada, mas em rarissimas ocasibes (figura 38). Durante
este periodo de envenenamento pela PhTx2, alguns axénios apresentaram em seu
interior as estruturas axoplasmaticas agrupadas ao acaso ou em estado de
rarefacdo, o que foi classificado como edema intraxonal (figura 39).

Apb6s 60 min de incubagdo apareciam vacutolos no citoplasma das células de
Schwann tanto das fibras nervosas mielinicas como amielinicas. Entretanto as
fibras amielinicas, diferentemente das mielinicas, ndo apresentavam necrose
axonal visivel (figura 40).

3.2.3 Andlise ultraestrutural das jungdes neuromusculares

As alteracgbes desencadeadas pela PhTx2 sobre as JNMs puderam também
ser evidenciadas logo aos 15 min de incubagdo. Neste tempo, as alteracdes
observadas na regido de sinapse neuromuscular referiam-se particularmente a
regifo pre-sinaptica. Os terminais nervosos apresentavam mitocéndrias
edematosas com desestruturacdo e/ou perda das cristas, associada a elétron-
lucéncia da matriz. Alem disso, a maioria dos terminais mostravam-se depletados
total ou parcialmente de vesiculas sinapticas. Era comum a presenca de porcdes do
axoplasma segregadas do restante do terminal por membrana envolvente,
provavelmente resultante da invaginacdo do axolema. Estas porcdes segregadas
do axoplasma do terminal podiam ou nao conter vesiculas sinapticas sequestradas.
Nos terminais nao depletados de vesiculas, estas podiam agrupar-se de forma
irregular junto ao axolema pré-sinaptico (figura 41). Com relacdo ao axolema em



certas regides da superficie do terminal, apresentava-se mal definido como
membrana unitaria. A regido pos-juncional sub-sinaptica apresentava a fenda
sinaptica secundaria, caracterizada pelas dobras pds- juncionais, modificada. As
dobras apresentavam-se alargadas, principalmente proximo a fenda sinaptica
primaria, escassas em numero e rasas. Outras alteragdes dessa regido incluiam a
presenca de mitocondrias anormais, estruturas vacuolares membranosas e nucleo
("sole plate nucleus") com superficie altamente corrugada na face voltada para as
dobras juncionais (figura 41 ). A porc&o poés-sinaptica apresentava, as vezes, dobras
pos-juncionais rasas ou até mesmo, auséncia das mesmas (figura 42). As
mitocondrias podiam ou nao apresentar-se desestruturadas.

Seguindo o avango temporal, apés 30 e 45 min, a toxina em estudo dava
sinais de estar induzindo desnervagcao do terminal nervoso. Esta afirmagdo pode
ser comprovada pela figura 43, onde observa-se espagamento das porgdes laterais
entre terminal nervoso e fibra muscular com deslocamento do terminal nervoso em
relacdo a sua goteira, na fibra muscular e projegbes da célula de Schwann para o
interior da goteira sinaptica. Aléem disso, houve diminui¢do drastica das vesiculas
de neurotransmissor e indefinicAo da membrana unitaria, o axolema. As
mitocondrias nao guardavam a posicao caracteristica que Ihe cabe dentro do
terminal. Também pode ser evidenciado alargamento das dobras pds- juncionais,
diminuicdo na profundidade das mesmas, e escassez na sua periodicidade como ja
citado anteriormente. Além do aspecto desnervacgdo, o terminal pré-sinaptico
mostrou-se por vezes deformado. O aspecto de pequeno botdo ovalado envolvido
parcialmente pela fenda sinaptica primaria tornou-se modificado, como pode ser
visto na figura 44, apresentando-se agora como enorme estrutura mergulhada na
fibra muscular. O aspecto "lavado” do terminal, vacuolos, restos membranosos, séo
outros aspectos anormais presentes nesses terminais.

Dando continuidade a evolucdo temporal, e consequentemente as
modificagbes estruturais, aos 60 min pode ser comprovado que grande parte das
JNMs analisadas apresentavam diversos graus de desorganizacédo estrutural.
Muitas delas apresentavam uma fenda sinaptica alargada ou apresentavam restos
de material celular no axoplasma, assim como deplecdo de vesiculas sinapticas
(parcial ou total), vacuolos intraxonais de diversos tamanhos, e tumefag&o e lise
mitocondrial, caracterizando desnervacdo das fibras musculares esqueléticas
observadas (figura 45). A porgcdo p&s-sinaptica em adigdo aos itens ja relacionados,
apresentou ocasionalmente pequenas vesiculas distribuidos ao acaso nas
proximidades da goteira sinaptica.



Resumindo, a PhTx2, derivada do veneno da aranha Phoneutria nigriventer
causou alteragbes agudas em todos o0s componentes neuromusculares
considerados, alteragbes estas que progrediram com o tempo de exposicdo do
musculo diafragma a toxina.

4. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A analise de superficie das fibras musculares esqueléticas através do MEV
mostraram, para as condi¢cbes controle (zero e 60 min), a presenca evidente de
estriagbes transversais e um aspecto plano, a nivel longitudinal (figuras 46 e 47,
respectivamente). A analise das fibras incubadas com a PhTx2 mostrou
corrugagées, em pequeno e grande aumento, em determinadas porgbes que podem
ser confrontadas com os achados macro e microscopicos (figuras 48 e 49).
Macroscopicamente, durante o periodo de incubagdo com a PhTx2, podem ser
notadas contragGes espontdneas sofridas por algumas regides do musculo
diafragma. Microscopicamente, este fato pode ser confirmado pelas figuras 26 e 29,
onde claramente sdo observadas areas de contracdo e de estiramento.

Resultados mais significativos que pudessem estabelecer ou auxiliar na
elucidacdo do mecanismo de acao das toxinas neste tecido, ndo foram obtidos
através da analise imediata com utilizagdo desta técnica. Portanto, torna-se
somente parte ilustrativa do trabalho, os poucos achados obtidos pela analise do
tecido muscular no MEV.



Figura 1 (I, Il, lll, IV e V). Efeito da toxina PhTx1 da aranha Phoneutria
nigriventer sobre os potenciais de placa terminal em miniatura em preparacées
nervo frénico-diafragma de camundongos (n=2). |, controle; I, I, IV e V
correspondem a 15, 30, 45 e 60 min apds adigdo de 1 ug/ml da toxina ao banho.

Note que o numero de pptm n&o € modificado com o tempo de incubacdo do
musculo com a toxina.






Tabela 1: Efeito da toxina PhTx1 da aranha Phoneutria nigriventer sobre
potencial de membrana a partir da analise de 5 fibras, para cada tempo. Quatro
experimentos distintos foram realizados com dose 1 ug/ml da toxina no banho e um
unico experimento foi realizado com dose 5 ug/ml da toxina no banho. Os dados
registram média + DP.



Figura 2: Distribuicdo dos valores meédios dos potenciais de membrana
referentes as médias encontradas a partir da analise de 5 fibras, para cada
tempo, nos diferentes experimentos.

4, diafragma de camundongo incubado com PhTx1, dose 1 ug/ml (n=4);
B, diafragma de camundongo incubado com PhTx1, dose 5 ug/ml (n=1).



TOXINA PhTx1 TEMPO  POTENCIAL DE MEMBRANA

(pg/ml) (min) (mV)

1 (n=4) 0 83,1+ 3,40
15 81,9+1,58
30 823+ 1,54
45 821+ 1,44
60 816+ 226

5 (n=1) 0 816
15 80,4
30 80,4
45 81,6

60 82,0
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Figura 3: Efeito da toxina 1 da aranha Phoneutria nigriventer sobre diafragma
de camundongos frente a estimulagéo indireta, com choques maximais de 0.1 Hz e
0,2 ms.



!

?!!

Pagd

e

S R R ERLL g‘.;»g
: 3

I

L. FEE DO




Figura 4. Diafragma controle. a: controle O em corte transversal. As fibras
musculares apresentam formas poligonais ou arredondadas com nicleos periféricos
(—=). b: controle 60 min em corte longitudinal. Observe as fibras musculares que
apresentam discretas estriagbes transversais e a presenga de um pequeno feixe
nervoso. Azul de toluidina 520x e 1344x.

Figura 5: Diafragma controle. Observe nervo no tempo zero, por entre as
fibras musculares, com suas bainhas de mielina e axoplasma homogeneamente
distribuido. Azul de toluidina 640x.






Figura &: Ultraestrutura da fibra muscular normal em corte longitudinal.
Observe as bandas A (A) e | (1), linhas Z (Z) e mitocondrias (M). Controle 0. 16848x.

Figura 7: Fibra muscular normal em corte transversal. Note as miofibrilas
delimitadas pelo sistema reticular sarcoplasmatico ( — ) e pelas mitocondrias.
Controle 60 min. 18576x.
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Figura 8: Placa motora normal. Controle 60. Observar terminal pré-juncional
com vesiculas sinapticas mais concentradas nas zonas ativas e axoplasma
uniformemente distribuido. A nivel pos-sinaptico podem ser vistas as dobras pos-
juncionais bem distribuidas e mitocondrias dispostas nesta porcdo da fibra
muscular. Observe nucleo da célula de Schwann. 19740x.

Figura 9: Axdnios normais de um feixe nervoso. a: Controle 0; b: Controle 60
min. Observar em ambas as micrografias axénios com mielina compactada e
axoplasma bem distribuido com mitocdndrias. Observe, em b, a presenca do
perineuro envolvendo todo o feixe nervoso (») e do endoneuro, que preenche todo
0 espago entre 0s axénios, com suas fibras colagenas. 8400x e 8000x.
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Figura 10: PhTx1. a: ap6s 15 min de incubagéo e b: apo6s 45 min. Vista geral
mostrando a integridade das fibras musculares aos 15 min de incubacéo (a) e
mesmo apds 45 min (b). Os pontos e faixas em negro referem-se a pontos de
localizagdo de acumulo de mitocondrias. Em ambas ha pequenos fasciculos de
axonios. Azul de toluidina 752x e 504x.

Figura 11: Observe no corte longitudinal, apés incubagdo com a PhTx1 por
60 min, que as fibras com microvacuolos esparsos mantém a estriagéo, enquanto
aquelas com alta densidade dos mesmos, mostram aspectos de mionecrose.
Observe as zonas A e |, e as linhas Z nas fibras normais e sua desorganizacdo nas
células vacuolizadas e escuras. Azul de toluidina 992x.

Figura 12: Nesta figura pode ser visto corte transversal de ramos do nervo
frénico apos incubagdo com a PhTx1 por 45 min. Alguns axénios apresentam
vacuolos de diferentes tamanhos no axoplasma e na bainha de mielina, outros
parecem encontrar-se integros. Azul de toluidina 1184x.
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Figura 13: Fibra muscular esquelética apés 15 min de incubagdo com a
toxina PhTx1 da aranha Phoneutria nigriventer, sob corte longitudinal. Observe
necrose desta porgéo celular caracterizada por mitocdndrias tumefeitas, com perda
da arquitetura de suas cristas e barras elétron-densas (— ). Note que o tecido
muscular encontra-se em estado de encurtamento, ndo sendo definidas as bandas
A e | e somente um sombreamento das linhas Z. 12800x.

Figura 14: Fibra muscular esquelética necrotica apos 30 min de incubagao
com a toxina PhTx1. Observar tumefacéo mitocondrial, perda da arquitetura de suas
cristas e matriz com aspecto "lavado". Notar barras elétron-densas ( —= ) €
rompimento de uma membrana externa ( » ).18144x






Figura 15 Em a, diafragma de camundongo em corte longitudinal apos 30
min de incubag&o com a toxina PhTx1. Observe a integridade estrutural dos
sarcomeros associados a presenga de estruturas enoveladas (»), vacuolizagéo de
algumas cisternas terminais do reticulo sarcoplasmatico ( — ) e integridade dos
tubulos T (»). Em b, diafragma de camundongo em corte transversal apds 45 min a
adigdo da toxina no banho de incubagdo. Observe a presenga de vacuolos sob a
forma de estruturas esféricas no interior da fibra muscular. Note também
mitocdndrias tumefeitas com cristas desintegradas, sugerindo necrose celular, e
inclusive, pequenas estruturas membranosas no interior destas organelas, em
destaque uma delas ( —). 22464x e 36800x.
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Figura 16: Fibra muscular esquelética apos 30 min de incubacdo com a
toxina PhTx1. Corte longitudinal. Pode ser observado aumento de volume
sarcoplasmatico proximo ao sarcolema, com restos de material celular, e interrupco
dos miofilamentos na extremidade da fibra ( # ). No interior da fibra observa-se
vacuolizagdo das cisternas terminais do reticulo sarcoplasmatico de algumas
triades (»). Outras apresentam-se normais. 14688x.

Figura 17: Diafragma de camundongo ap6s 45 min de incubacdo com a
PhTx1, em corte longitudinal. Observe a integridade dos sarcomeros em
proximidade a mitocondrias tumefeitas e com a arquitetura de suas cristas
desorganizada. 32164x.
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Figura 18: Diafragma de camundongo apds 15 min de incubagdo com a
toxina PhTx1. Corte transversal. Observar desorganizacdo das lamelas de mielina
(») e a presenga de vacuolos no citoplasma da céluia de Schwann (—). 21600x.

Figura 19: Diafragma de camundongo apds 30 min de incubagd&o com a
toxina PhTx1. Notar corpos multilamelares originados da desorganizacdo das
lamelas de mielina, comprimindo  estruturas intraxonais (=== MitocOndrias no
interior do axoplasma tumefeitas com perda de sua arquitetura interna. Vactolos no
citoplasma da célula de Schwann ( » ) e intramielinicos ( » ). 14688x.
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Figura 20: Diafragma de camundongo ap6s 45 min de incubagdo com a
toxina PhTx1. Corte transversal de axénios pertencentes ao nervo frénico. Note
descompactagdo das lamelas de mielina e compressdo de estruturas o
axoplasma em um axonio (=-»). Em outro, onde ser identificado uma estrutura
membranosa no interior de um vacuolo intraxonal (») e o agrupamento das
estruturas do axoplasma em outra porgéo do axonio ( #). 7245x.

Figura 21: Axdnios pertencentes ao nervo frénico, em corte transversal, apés
incubagéo por 60 min do musculo diafragma com a toxina PhTx1. Observe axénios
com lamelas de mielina compactadas e axoplasma homogéneo. Outros axénios
mostram vacuolos intramielinicos que direcionam-se para o axoplasma (=) ¢
para o citoplasma da célula de Schwann (»). O citoplasma destas células mostra
aspecto "lavado". 9135x.
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Figura 22: Diafragma de camundongo apés 15 min de incubacdo com a
toxina PhTx1. Corte transversal. Observe trés terminais nervosos com axoplasma
bem distribuido e poucas vesiculas sinapticas mais concentradas nas zonas ativas.
Em um dos terminais pode ser visto a formacao de uma estrutura membranosa em
proximidade a mitocondrias ( = ). Observe dobras pos-sinapticas regulares e
profundas. A célula de Schwann com seus processos recobre os trés terminais.
9936x.

Figura 23: Diafragma de camundongo apoés 15 min de incubacdo com a
toxina PhTx1, em corte transversal. Observe uma JNM que apresenta goteira
sinaptica discretamente mais rasa que as observadas na figura anterior. 15120x.

Figura 24: Diafragma de camundongos apos 60 min de incubacdo com a
toxina PhTx1. Corte transversal. Note o terminal pré-sinaptico repleto de vesiculas
sinapticas, acompanhando grande extensdo da fibra muscular, e a perda da
caracteristica estrutural deste terminal, de "goteira sinaptica". Observe a porcao
pos-sinaptica com dobras longas e bem distribuidas ao longo da superficie da fibra
muscular. Ha poucas mitocondrias na porgao sub-sinaptica. 17280x.






Figura 25: Diafragma de camundongo apds 15 min de incubacdo com a
toxina PhTx2, em corte transversal. Observe area necrética atingindo grande
numero de fibras musculares através regibes nas fibras que apresentam areas
palidas irregulares ( * ), células com aparéncia amorfa ( * ) e agrupamento de
miofibrilas no interior da fibra ( » ). Azul de toluidina 544x.

Figura 26: Diafragma de camundongo ap6s 15 min de incubagdo com a
toxina PhTx2, corte longitudinal. Note &reas de hipercontragéo ( . ) e de
estiramento ( $§ ) nas fibras musculares esqueléticas e necréticas assinaladas. Azul
de toluidina 1344x.

Figura 27: Diafragma de camundongo apés 30 min de incubacdo com a
toxina PhTx2. Note a extensa vacuolizagdo de algumas fibras musculares. Azul de
toluidina 832x.

Figura 28: Diafragma de camundongo apds 45 min de incubacdo com a
toxina PhTx2, corte transversal. Observe a presenca de vaclolos de diversas
dimensdes no interior das fibras musculares que apresentam contornos poligonais.
Na periferia de algumas delas podem ser notadas areas pélidas ( — ). Azul de
toluidina 1504x.






Figura 29: Diafragma de camundongo apos 30 min de incubagdo com a
toxina PhTx2, em corte longitudinal. Observe as alteracGes estruturais indicativas de
necrose destas fibras. Pode ser notado fibra com éreas palidas irregulares (—),
regides de hipercontragéo (») e estiramento, regides com perda de miofibrilas ().
Azul de toluidina 424x |

Figura 30: Diafragma de camundongo apds 60 min de incubacdo com a
toxina PhTx2, em corte transversal. Observe tumefacao das fibras morfologicamente
danificadas. Compare-as com as fibras vizinhas que apresentam contornos
irregulares e miofibrilas bem arranjadas. As fibras apresentam, de forma geral, um
aspecto heterogéneo quanto a forma, textura, tamanho e cor. Observe também
vacuolizagdo (= ), agrupamento de miofibrilas ( === ) e fibras com aparéncia
amorfa (). Azul de toluidina 640x.

Figura 31: Diafragma de camundongo ap6s 60 min de incubacdo com a
toxina PhTx2. Observe axdnios' sob corte transversal com descompactacéo das
lamelas de mielina. Azul de toluidina 1728x.
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Figura 32: Diafragma de camundongo apds 15 min de incubacdo com a
toxina PhTx2. Corte longitudinal. Observe elétron-lucéncia representando aumento
de volume sarcoplasmatico, mais intenso, nas proximidades do sarcolema e no
interior dos miofilamentos. Observe também rompimento dos miofilamentos e restos
de material celular por entre as miofibrilas. 10368x.

Figura 33: Diafragma de camundongo apds 15 min de incubagdo com a
toxina PhTx2, corte longitudinal. Nesta micrografia pode ser notada tumefagéo do
reticulo sarcoplasmatico e por¢des da cisterna terminal nas triades (=). Observe
também a presenca de estruturas filamentosas que parecem iniciar as formas
enoveladas (=--#) e 0 desalinhamento das linhas Z. 10368x.

Figura 34: Diafragma de camundongo ap6s 30 min de incubagdo com a
toxina PhTx2. Corte longitudinal. Note aumento de volume sarcoplasmatico e restos
de material celular. Ha rompimento dos miofilamentos, vacuolizagdo do reticulo
sarcoplasmatico e da suas cisternas terminais pertencentes as triades (»). Observe
a presenc¢a de uma estrutura membranosa - "whorl" { =) 35614x.



e

"
. (S »tx & (v),ﬂ/ . b N
" AVWMW//{ T AR S
W b e,




Figura 35: Diafragma de camundongo apds 45 min de incubagédo com a
toxina PhTx2. Corte transversal. Verifique sarcoplasma aumentado no interior da
fiora muscular e restos de material celular no interior da fibra muscular. Ha
rompimento da membrana sarcoplasmatica (=-). 32164x.

Figura 36: Diafragma de camundongo apds 60 min de incubacdo com a
toxina PhTx2. Observe intensa necrose celular que apresenta areas com acumuilo
de miofilamentos que descrevem figuras aleatérias no interior da fibra. Estas figuras
estao envoltas por zonas onde o volume sarcoplasmatico estd aumentado e ha
restos de material celular. 5775x.
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Figura 37: AxOnios pertencentes ao nervo frénico, em corte transversal, apos
incubacao por 15 min do musculo diafragma com a toxina PhTx2. Observe axénios
com mielina descompactada, = vacuolos intramielinicos ( » ) e no. citoplasma da
célula de Schwann (=), e axoplasma com mitocéndrias tumefeitas e com perda da
arquitetura de suas cristas. Ha nesta micrografia a presenga de um nodo de Ranvier
( D ), que encontra-se distendido e com perda da organizagdo das alcas
paranodais. Nele podem ser vistos retragcéo e separagdo das algas terminais de
mielina, a nivel proximal e distal, intensa vacuolizagdo do axoplasma e
mitocondrias desestruturadas. 17280x

Figura 38: Diafragma de camundongo apos 45 min de incubacdo com a
toxina Phtx2. Feixe nervoso em corte transversal. Note rompimento do perineuro
(===). Alguns axonios apresentam descompactagdo de mielina; ha a formacéo de
vacuolo intramielinico que ocupa metade da luz do axénio, comprimindo o
axoplasma (% ). Observe tumefagdo mitocondrial e vacuolizag&o no citoplasma da
célula de Schwann (») e rarefacdo do endoneuro. 15120x.
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Figura 39: Diafragma de camundongo apés 60 min de incubagdo com a
toxina PhTx2. Feixe nervoso em corte transversal. Observe rarefagdo de estruturas
axoplasmaticas em um axdnio ( # ) e vacuolos no citoplasma da célula de Schwann
(»). Outro axénio, em corte longitudinal, apresenta colapso axonal cujo
estreitamento causou justaposi¢cdo das lamelas de mielina. 18400x.

Figura 40: Axénios pertencentes ao nervo frénico, em corte transversal, apos
incubagdo por 60 min do musculo diafragma com a PhTx2. Observe axénios
amielinicos estruturalmente integros e o citoplasma da célula de Schwann, que os
envolve, com vacuolos de pequeno tamanho (»). Os demais axénios mielinizados
apresentam vacuolizagdo do citoplasma das células de Schwann e intramielinica,
estando os microtubulos e neurofilamentos do axénio situado no angulo inferior
esquerdo, distribuidos anormalmente. 11232x.






O

Figura 41: Diafragma de camundongo apés 15 min de incubagdo com a
PhTx2. Observe JNM com terminal nervoso contendo vesiculas sinapticas nas
proximidades da fenda sinaptica e o sequestro de algumas delas, em uma estrutura
vacuolar. Note a a existéncia de pequenos vaclolos no axoplasma e rarefacdo do
axolema em algumas regibes do terminal nervoso. Ha tumefagéo e degradacéo das
cristas mitocondriais contidas em seu interior. A regido pos-sinaptica apresenta em
dobras pos-juncionais com arquitetura modificada. Ha formacdo de estruturas
membranosas e vesiculares nesta area. 17280x.
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Figura 42: Diafragma de camundongo ap6s 15 min de incubacdo com a
toxina PhTx2. Observe terminal pré-sinaptico depletado de vesiculas sinapticas,
apresentando restos de material celular e vesiculas com dimensdes maiores. Ha
tumefacgdo, degradacgéo e por vezes rompimento de mitocdndrias no axoplasma. As
dobras poOs- sinapticas apresentam-se raras, alargadas na proximidade da fenda
sinaptica e escassas no percurso da placa motora. 19440x.

Figura 43: Diafragma de camundongo ap6s 30 min de incubacdo com a
toxina PhTx2. Corte transversal. Note deslocamento das porcbes laterais do
terminal nervoso em relac&o a fibra muscular esquelética, caracterizando principio
de desnervagdo. Observe também processos da célula de Schwann presentes na
fenda sinaptica. O terminal nervoso encontra-se parcialmente depletado de
vesiculas sinapticas e as dobras pos-sinapticas sdo escassas e estruturalmente
alteradas. Ha pequenos vacuolos no interior da fibra proximo as dobras pés-
juncionais. 31218x.
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Figura 44: Diafragma de camundongo apés 30 min de incubagédo com a
PhTx2, corte longitudinal. Observe JNM com terminal pré-sinaptico que parece
sofrer invaginag&o do axolema contendo vacuolos de pequeno e grande tamanhos
e, mitocondrias tumefeitas e com perda da arquitetura de suas cristas. Uma diminuta
por¢ao deste terminal mostra algumas vesiculas sinapticas sequestradas (). A
caracteristica de goteira sinaptica foi perdida, estando o terminal nervoso adentrado
profundamente a fibra muscular. As dobras pos-sinapticas sdo rasas e escassas.
15120x.

Figura 45: Diafragma de camundongo apés 60 min de incubagdo com a
toxina 2. Corte transversal. Observe os terminais pré-sinapticos depletados de
vesiculas sinapticas, rarefacdo das estruturas do axoplasma e mitocOdndrias
tumefeitas. No terminal da esquerda vé-se invaginagéo do axolema () que cria um
novo compartimento e limita o espago de atuacdo de umas poucas vesicula
sinapticas. As dobras pos-sinapticas e imediagdes do musculo encontram-se
normais. 26000x.






Figura 46: Diafragma de camundongo controle zero. Analise superficial de
algumas fibras musculares através de MEV. Pode ser notado, claramente, a
presenca de estriagbes dispostas transversalmente ao eixo das fibras musculares,
definindo as unidades basicas de contragéo deste tecido - o sarcomero. 5000x.

Figura 47: Diafragma de camundongo apds 60 min de incubac&o em solucéo
nutritiva na auséncia de toxina (condigdo controle). Observe algumas fibras
musculares com superficie praticamente lisa. As estruturas circunjacentes podem
representar a complexa rede de vasos que estabelecem suprimento sanguineo para
estas células. 1250x.

Figura 48: Diafragma de camundongo apds 30 min de incubagdo com a
PhTx2. Observe, em grande aumento, as fibras musculares com suas superficies
corrugadas, indicando estado de contragdo, ou encurtamento dos sarcémeros. Note
irregularidade no diametro das fibras. 1875x.

Figura 49: Diafragma de camundongo apés 30 min de incubagdo com a
PhTx2. Observe, em pequeno aumento, algumas fibras musculares com suas
superficies corrugadas, outras apresentam-se mais lisas e, outras um aspecto misto.
Note também o tecido conjuntivo que envolve estas fibras, compondo endomisio e
perimisio. 375x.






DISCUSSAO

ASPECTOS ELETROFISIOLOGICOS

Em 1955, os estudos realizados por BARRIO com o veneno da aranha
Phoneutria nigriventer indicaram que a ativagdo muscular provocada pelo veneno
era devido a sua agdo na JNM. Nestes estudos o autor utilizou injecao
intraperitoneal e intravenosa do veneno e observou os sinais caracteristicos do
envenenamento por acidentes com esta aranha.

DINIZ (1963) identificou, por eletroforese e cromatografia, quatro
substancias distintas a partir do veneno da aranha Phoneutria nigriventer, das quais
uma apresentou atividade neurotoxica. O grupo deste mesmo autor isolou
recentemente fragbes deste veneno que apresentavam letalidade e sinais como
paralisia espastica e sintomas excitatérios e paralisia flacida em camundongos apds
injecéo intracérebro-ventricular (DINIZ et al., 1990; REZENDE Jr. et al., 1991). Em
1992 obtiveram por cromatografia liquida seis toxinas, das quais a PhTx4 era
especifica para insetos, a PhTx1 e a PhTx3 eram letais para camundongos e a
PhTx2 era letal para ambos, camundongos e insetos (DINIZ et al., 1992).

A PhTx1, purificada e sequenciada por DINIZ et al. (1990) e DINIZ et al.
(1993) induziu através de injecdo intracérebro-ventricular em camundongos
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elevacao do rabo, excitagio e paralisia das extremidades posteriores (REZENDE Jr
et al.,, 1991).

De acordo com os resultados eletrofisioldgicos obtidos no presente trabalho
verificou-se que a PhTx1, toxina derivada do veneno da aranha Phoneutria
nigriventer, nas dose de 1 e 5 pg/ml nédo atua de forma aguda nos parametros
fisiologicos das JNMs de musculo diafragma de camundongos.

Apesar do veneno bruto e da toxina 2, nas respectivas doses 5 ug/ml e 0,38
ug/ml, em preparagéo nervo frénico-diafragma de ratos produzirem despolarizacéo
das fibras musculares e aumento na frequéncia dos pptm (FONTANA & VITAL-
BRAZIL, 1985 e dados n&o publicados), o estudo realizado nas placas motoras
evidenciou que a frequéncia de liberacdo espontanea de ACh ndo se modificou até
apos 60 min de incubagéo do diafragma com a toxina 1. Assim os pptm observados
na tela do osciloscopio apresentaram-se como aqueles encontrados nas condicbes
controle.

A membrana da fibra muscular manteve estatisticamente (p>0,01) os valores
dos PRs observados nas condigdes que precederam a adicdo da toxina ao banho,
mostrando que a toxina 1 n&o foi capaz de induzir despolarizagdo ou
hiperpolarizag&o neste tipo de preparacao.

De acordo com a analise anterior, pode ser inferido que esta toxina nao atua
nos canais de sodio do terminal nervoso ou da prépria fibra muscular, como fazem o
veneno bruto e a toxina 2 (FONTANA & VITAL-BRAZIL, 1985; comunicacéo
pessoal), pois os pptm e PRs ndo indicaram alteracdes no sentido de
despolarizagdo da fibra muscular diafragmatica, e ainda, quando estimulos
indiretos foram aplicados as fibras musculares, a amplitude das contracdes ndo se
modificou. Também pode ser afirmado que os canais de potassio ndo foram alvo
direto desta toxina ja que, a atividade elétrica dos terminais neuromusculares nao foi
modificada e principalmente porque os PRs se mantiveram dentro de um mesmo
padréo. )

O estudo miografico através de estimulagdo elétrica indireta, mostrou que a
toxina PhTx1 néo é do tipo voltagem-dependente, e que to pouco é sinergista ou
antagonista para a ACh e seus derivados.

Concluiu-se portanto que esta toxina ndo deve atuar nem a nivel pré, nem a
nivel pés-sinaptico, no sentido de causar despolarizagéo, hiperpolarizagdo ou



blogueio da conducgéo do PA durante os 60 min de incubacdo do musculo com a
toxina, nesta dose.

ANTUNES et al. (1992) demonstraram que o veneno bruto desta aranha
produz contracdOes dose-dependente em vasos sanguineos isolados de coelhos.
REZENDE Jr et al. (1991) observaram que estas contragdes, utilizando preparagdes
de ileo de cobaias, ndo eram desencadeadas pela toxina 1, nem mesmo utilizando
doses que correspondiam a aproximadamente 50% da DL50 para esta toxina. Ainda
utilizando estas mesmas doses, n&o observaram em camundongos sinais como
lacrimagdo, salivagéo e priapismo, que s&o caracteristicos apds acidentes com
aranhas desta espécie.

Sabendo-se que a concentracdo de PhTx1 corresponde a 0,45% da
proteina total do veneno (DINIZ et al., 1990), a dose desta toxina utilizada neste
estudo, deveria ser suficiente para prontamente comprovar sua atividade sobre as
JNMs e consequentemente, estas alteragcbes serem relacionadas aos sinais
observados clinicamente nos individuos acidentados com a aranha "armadeira’.

A toxina PhTx1 pode ser um componente, significantemente ativo, em outros
locais que nao a JNM.

ASPECTOS MORFOLOGICOS
PhTx1 e o tecido muscular

Os resultados morfologicos mostraram que esta toxina é neurotdxica e
musculotrépica, confirmando os achados de CORDEIRO et al. (1988).

Experimentos de "binding" tém mostrado que esta toxina tem alta afinidade
por um sitio receptor no musculo esquelético, ndo sendo deslocada apods inimeros
processos de lavagem do material (Beirdo et al., comunicagdo pessoal).

DINIZ et al. (1993) através de estudos com "cDNA library" do veneno da
glandula da aranha Phoneutria nigriventer identificou e sequenciou a PhTx1. Através
de pesquisa feita no banco de dados GenBank e EMBL os autores mostraram
significante homologia desta com a e-agatoxina IA e com sequéncia parcial da o-
agatoxina IB.



Segundo ADAMS et al. (1990), a classe das agatoxinas, que sdo derivadas
do veneno da aranha Agelenopsis aperta, atua como antagonista pré-sinaptico,
suprimindo a longo prazo a transmissao neuromuscular por bloqueio dos canais de
calcio voltagem-dependentes de neurdnios sensoriais de ratos e de neurdnios
motores de sapos.

No presente trabalho as alteragdes morfolégicas apontadas constituiram-se
em alteragbes focais, as vezes restritas dentro da analise do hemidiafragma como
um todo. Os achados para musculo esquelético em MO deram inicialmente uma
perspectiva da extensao da les&o sofrida por este tecido até 60 min de incubacao.

Os microvacuolos e a necrose de células isoladas foram os Unicos achados
em fibras musculares esqueléticas, visiveis ao MO. Ao MET corresponderam a
vacuolizagdo do sistema reticular sarcoplasmatico.

Os mecanismos de danos miofilamentares vém sendo exaustivamente
estudados por diversos autores, como ja abordado na revisdo bibliografica. De
forma geral, estes estudos envolvem a atuagdo do ion calcio, que aumentado a
nivel intracelular, poderia ativar mecanismos lisosomais (RODERMANN et al,
1982); deplecé@o de ATP, proteases neutras e alteracdo de pH (DUNCAN &
JACKSON, 1987), fosfolipase A2 (DUNCAN,1988); formacdo de radicais livres
(DUNCAN, 1989); efou hipoxia (McCALL & DUNCAN, 1989).

Assim como observado por MACDONALD et al. (1968) em pacientes com
paralisia hipercalémica, e por SATO et al. (1971) na polimiosite cronica, a PhTx1,
apesar de n&o constituir uma doenga organica, também promoveu desorganizacéo e
rompimento miofibrilar associado a outras alteragdes ultraestruturais abordadas a
seguir.

Os achados do estudo com toxina 1, quanto aos danos miofilamentares,
mostraram que estes localizaram-se mais frequentemente nas proximidades da
membrana sarcoplasmatica. Eram acompanhados por area elétron-lucente e restos
de material celular. Estas alteragbes sugerem um desequilibrio iénico ou oncético
entre os compartimentos intra- e extracelular, e consequente desequilibrio hidrico
sofrido por estas células.

A vacuolizagdo do sistema reticular sarcoplamatico, frequentemente
observada por entre as miofibrilas € sob diversos tamanhos, em todos os tempos



analisados, devem ter originado de uma via comum ao aumento de volume
sarcoplasmatico, o que certamente n&o acometeu os tubulos T.

As alteragbes mitocondriais observadas no musculo diafragma de
camundongos apos incubagdo com a toxina 1 mostraram diversos graus de
acometimento. Estas organelas mostraram estagios degenerativos precoces como
tumefacdo e elétron-opacidade, que foram caracterizadas como lesées celulares
reversiveis e, lesbes irreversiveis, o desarranjo de suas cristas e membranas
externas, indicando necrose celular. Segundo GHADIALLY (1988) a mitocondria
hidropica ou tumefeita, como as encontradas neste estudo, origina-se da entrada
de agua ou soluto na organela e isto ocorre principalmente no compartimento
interno da mesma, ou seja, na matriz mitocondrial, como também encontrado neste
trabalho. A principio esta organela aumenta de tamanho, sua matriz torna-se
diluida com diminuicdo da densidade, e suas cristas deslocam-se para a periferia ou
sofrem desorientacdo, encurtamento e redugdo no numero. Com o tempo a matriz
pode tornar-se diluida e pode haver inclusive quebra das membranas limitantes.
como também foi observado neste experimento. A fisiopatogenia da tumefacdo
mitocondrial pode ser passiva, como em situagdes de hipoxia, em que, por
deficiéncia da produgédo de ATP, ha diminuicdo da atividade da bomba sédio-
potassio e entrada de agua na célula, ou aguda, que é dependente de transporte de
elétrons e pode ser originada por agentes como fosforo, calcio, mercurio, acidos
graxos, tirosina, vasopressina e outros. Este estresse toxico sofrido por algumas
células pode proporcionar acumulo de agua intracelular, levando a interrupcéo da
produgdo de ATP e consequentemente, desencadear falha na bomba de sédio
dependente de ATP e novamente inundacgao dos compartimentos intracelulares por
agua (GHADIALLY, 1988).

A marcante alteragdo mitocondrial, acompanhada por tumefacéo e ruptura
de suas membranas e, desenvolvida anteriormente as alteragbes de outras
organelas, foi observada por STRINGER et al. (1972) pelo uso do veneno da cobra
Crotalus viridis viridis em musculo diafragma.

O aumento da presséo hidrostatica a nivel intracelular e consequentemente
nas mitocondrias, pode ter sido responsavel pela tumefagdo e rompimento destas
organelas. Também deve ser lembrado que estas alteracdes podem ter suas
origens no aumento da concentrag&o de calcio no citosol, que consequentemente,
seria sequestrado por estas organelas, gerando tumefacdo, e eventual intoxicacgao
irreversivel dessa organela (PUBLICOVER & DUNCAN, 1978; JOFFE, 1981). De
qualquer forma, a liberagdo dos estoques intramitocondriais de calcio deve ter



aumentado o nivel citoplasmatico deste ion, e isto pode ter sido responsavel, ou ter
colaborado para os danos miofibrilares, possivelmente por ativar o(s) mecanismo(s)
proteolitico(s) de dano filamentar induzido por célcio, citado anteriormente. Uma
justificativa para esta hipotese foi a constante associacdo: dano miofilamentar e
mitocdndrias desorganizadas ou rompidas, mas nunca danos miofilamentares com
mitocondrias integras. McCALL & DUNCAN (1989) observaram que a omiss&o de
calcio do meio de incubagéo do tecido muscular, estando o tecido sob hipéxia e, na
presenga ou auséncia de atividade contrétil, o dano celular continuava, indicando
que o dano pode ter originado do mal funcionamento da mitocéndria ou do reticulo
sarcoplasmatico.

Neste estagio deve ser relembrada a similaridade entre determinadas
por¢cbes das sequéncias de aminodcidos que constituem as toxinas PhTx1 e o-
agatoxina IA referida por DINIZ et al. (1993). De acordo com ADAMS et al. (1990),
esta ultima toxina causa, de forma geral, bloqueio nos canais de célcio voltagem-
dependentes. Como os resultados eletrofisiologicos aqui descritos n&o
demonstraram qualquer manifestacao de bloqueio da transmiss&o neuromuscular, e
segundo BEIRAO et al. (comunicag&o pessoal) esta toxina se liga com alta afinidade
ao seu sitio receptor, poderia ser pensado que a neurotoxina utilizada neste estudo
ligar-se-ia a um sitio receptor que, com os recursos eletrofisiologicos utilizados, nao
desencadeou alteragdes detectaveis, mas estas somente foram observadas a nivel
morfolégico. Talvez o seu sitio de atuacdo pudesse inclusive ser um canal de
calcio, n&o do tipo voltagem-dependente, um outro tipo de proteina de membrana
que, ao final de seu ciclo pudesse desencadear as alteragdes estruturais
observadas, ou tivesse simplesmente uma atividade citolitica dependente de um
sinergista, como ocorre com as cardiotoxinas (HARVEY, 1990).

Através do presente estudo o exato mecanismo que desencadeou as
alteragbes de volume e os danos miofibrilares ndo pode ser afirmado. Podem ser
supostos dois processos para tais alteragdes: (1) a PhTx1 pode ter aumentado a
concentrag&o intracelular do ion calcio diretamente por mobilizacdo do reticulo
sarcoplasmatico, mitocdndria e/ou, indiretamente, por influxo do meio externo. O
aumento deste ion por sua vez poderia provocar desequilibrio idnico e hidrico e
ativacdo do(s) mecanismo(s) de danos filamentares induzidos por calcio. A
quantidade de ion calcio mobilizada por este sistema deve, contudo, ter sido inferior
a necessaria para ativar o mecanismo contratil do musculo esquelético, reafirmando
os achados fisiologicos; ou (2) a toxina PhTx1 pode ter promovido o influxo de
liquido extracelular e eletrdlitos direta ou indiretamente, resultando num
desequilibrio osmoético que, consequentemente levou ao ingurgitamento das
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organelas (mitocondrias e reticulo sarcoplasmatico) num primeiro instante, e em
seguida a liberagao de ions calcio. O aumento deste ion a nivel citoplasmatico
poderia ter desencadeado o0 mecanismo citado anteriormente de dano
miofilamentar, sem contudo, ser o seu nivel citosélico, suficiente para alterar os
potenciais bioelétricos do musculo.

PhTx1 e os axoénios

Os resultados morfologicos obtidos com os axdénios do nervo frénico e a
toxina PhTx1 mostraram principalmente descompactacéo das lamelas de mielina e
formagdo de figuras mielinicas, vacuolos intramielinicos e no citoplasma da célula
de Schwann.

CRUZ-HOFLING et al. (1985) estudaram a acdo do veneno da aranha
"armadeira” em nervos periféricos e observaram a presencga de vacuolos intraxonais
e intramielinicos, estando este dltimo associado a formagdo de corpos
multilamelares. Estes mesmos achados foram obtidos por LOVE et al. (1986) pela
utilizagdo do venenos dos escorpides Centruroides sculpturatus e Leiurus
quinquestriatus, e ja tinham sido identificados por POWELL & MYERS (1983) pela
administracdo cronica de galactose, por TOWFIGHI et al. (1973) pela
administragdo de hexaclorofeno e, mais recentemente, CRUZ-HOFLING & VITAL-
BRAZIL (comunicagdo pessoal) observaram em ax®nios de nervo frénico de
diafragma de camundongos incubados com veratrina e, neste estudo, pela PhTx2.

Os corpos multilamelares formados nesta etapa do estudo provavelmente
foram originados da descompactagdo das lamelas de mielina, como observado no
decorrer da analise do material ao MET.

O mecanismo pelo qual foram desencadeadas as alteracdes referidas no
caso do veneno dos escorpides, da veratrina e da toxina 2, principalmente, deve ter
diferido do desencadeado pela toxina 1. O veneno do escorpido Centruroides
sculpturatus (MEVES et al., 1982) e da toxina 2 (FONTANA & VITAL-BRAZIL,
comunicagéo pessoal) sabidamente ativam canais de sédio voltagem-dependentes,
e a toxina 1 sabidamente ndo. O mecanismo que desencadeou o desequilibrio
hidrico na regiao internodal de forma a compor os vacuolos intramielinicos deve ter
sido consequente ao mecanismo que desencadeou o desequilibrio hidrico
intraxonal, o qual n&o pode ser precisado aqui. No entanto, é sabido que o axolema
internodal apresenta grande concentracdo de canais de potassio (WAXMAN &
RITCHIE, 1985). Talvez estes canais pudessem ter sido ativados e, seguindo o



efluxo deste ion pudesse ter havido saida de liquido do axoplasma. O liquido que
constituiu 0 vacuolo intramielinico acredita-se ter sido originado do axoplasma,
devido a rapidez com que tal vacuolo foi formado e devido a proximidade deste
compartimento com o vacuolo.

Provavelmente, diferentes mecanismos de agdo levam a alteragdes
morfologicas semelhantes em nervos periféricos. Essa suposicdo fundamenta-se na
observagdo das anormalidades morfoldgicas causadas por venenos e toxinas com
agbes fisiologicas distintas.

A vacuolizagdo do citoplasma da célula de Schwann também foi observada
ap6s incubacéo do diafragma de camundongo com a toxina 2. No entanto, os
mecanismos basicos que desencadearam a vacuolizagdo pela toxina 2 devem ter
sido distintos dos que desencadearam a vacuolizagdo pela toxina 1. No primeiro
caso, como discutido adiante, os canais de sédio devem estar envolvidos, e neste
ultimo, se sugerido um aumento da concentracdo intracelular de célcio, este seria
consequentemente captado pelo reticulo endoplasmatico (COTRAN et al., 1994). Se
ndo for o ion calcio, simplesmente um desequilibrio idnico acompanharia um
desequilibrio hidrico, e portanto levaria a tumefagéo do reticulo endoplasmatico.

De forma geral, as alteragbes desencadeadas pela PhTx1 sobre a mielina
axonal e as células de Schwann podem ser caracterizadas como um padrdo
reversivel para a célula, segundo COTRAN et al. (1994).

PhTx1 e as JNMs

As JNMs analisadas apo6s incubacéo com a toxina 1 nos tempos 15, 30, 45 e
60 min mostraram-se estruturalmente heterogéneas. Algumas assemelhavam-se
aos controles (15 min), outras com diminuigdo do numero de vesiculas sinapticas
(30 e 60 min) e outras com grande quantidade de vesiculas sindpticas. Este ultimo
achado, associado a presenga de goteiras sinapticas rasas e ao alongamento do
terminal nervoso, esteve mais evidente apo6s 60 min de incubagdo. Vale lembrar que
as demais estruturas destes compartimentos encontravam-se bem preservadas.
Este achado n&o foi observado na bibliografia consultada, portanto pode ser
suposto que a exposigéo das JNMs & acgdo toxica desta toxina deva ser a causa
responsavel pela alteracdo arquitetural observada, mas sem que houvesse
comprometimento eletrofisiologico, pelo menos dentro dos recursos utilizados neste
trabalho. Também pode ser pensado que a nao uniformidade de comportamento



estrutural das JNMs pode ter algum significado dentro dos resultados
eletrofisiolégicos obtidos.

A opacidade do terminal nervoso foi observada por ALBUQUERQUE et al.
(1971) apos 60 min de incubagdo do musculo diafragma de ratos com a BTX. A BTX
aumentou a permeabilidade do ion soédio a nivel pré-sinaptico. O referido terminal
nervoso apresentou vesiculas tumefeitas e compactadas, e mitocéndrias com suas
cristas obliteradas.

Diminuig&o das vesiculas sinapticas em terminais nervosos foi detectada
sob acgdo da guanidina (CRUZ-HOFLING & RODRIGUES-SIMIONI, comunicacgao
pessoal) e sob agdo da veratrina (CRUZ-HOFLING & VITAL-BRAZIL, comunicacao
pessoal).

Estudos realizados por FAHIM (1989) quanto a remodelagdo da JNM apés 5
dias de imobilizagdo de um membro posterior, em ratos, mostraram que as JNMs
sofriam rapida adaptagdo. Entre outros achados o autor observou mudancas
regenerativas como a presenga de pequenos terminais nervosos isolados uns dos
outros pelo citoplasma da célula de Schwann, mas que ocupavam a mesma fenda
primaria. A fenda nesta ocasido era longa e levemente estreitada, e nao
apresentava o aspecto de goteira.

O aumento longitudinal da fenda pos-sinaptica também foi observado apos
desuso por longo tempo dos musculos esqueléticos de gatos, por imobilizac&do do
membro posterior (ELDRIDGE et al., 1981).

Nestas circunstancias e dificil imaginar uma resposta do tipo adaptativa e
aguda do tecido a ag&o da toxina 1. Seria portanto, mais provavel imaginar que esta
toxina pudesse ter atuado direta ou indiretamente sobre uma estrutura do
citoesqueleto (como filamentos de actina, miosina ou intermediarios) das regides
pré e pos-sinapticas modificando-a e desta forma, apdés 60 min haveria uma
resposta de deformac&o destas estruturas, observada ultraestruturalmente.

PhTx2 e o tecido muscular

Quatro neuropeptideos, ricos em cisteina, foram purificados a partir da
toxina PhTx2 derivada do veneno da aranha "armadeira" Phoneutria nigriventer e
‘apresentaram diferentes niveis de neurotoxicidade apds injecdo intracérebro-
ventricular em camundongos. Foram eles Tx2-1, Tx2-5, Tx2-6 e Tx2-9 (CORDEIRO



et al, 1992). O neuropeptideo menos toxico pareceu ser o Tx2-9 que causou
somente elevagao da cauda e redugao da mobilidade dos camundongos. E sabido
que a PhTx2 causou sinais como salivagdo, lacrimagdo, priapismo, convulsdes,
paralisia espastica das extremidades anteriores e posteriores, e morte ap6s injecao
intracérebro-ventricular (REZENDE Jr. et al, 1991). Estes efeitos provavelmente
ocorreram devido a ativagdo dos canais de sédio voltagem-dependentes nas
membranas do musculo e nervo (FONTANA & VITAL-BRAZIL, comunicagao
pessoal).

Outros autores através de estudos com a técnica do "loose patch clamp"
com musculo esquelético de sapo, tém acreditado que esta toxina prolongue a
inativacdo e o processo de desativagao dos canais de sédio, mas ndo descartaram
uma possivel alteracdo na cinética de ativagdo destes canais (ARAUJO et al.,
1993).

Estudos realizados em sinaptosomos demonstraram liberacdo do
neurotransmissor glutamato decorrente do influxo de caicio mediado por PhTx2, o
que se fez, provavelmente, via despolarizacdo da membrana pela entrada de sédio
(ROMANO-SILVA et al., 1993).

O estudo morfolégico, neste trabalho, veio complementar a extensa
sequéncia de trabalhos que estdo sendo desenvolvidos por diversos autores na
tentativa de elucidar a agéo das toxinas da aranha "armadeira".

As alteragbes encontradas nesta etapa do estudo progrediram, em suas
intensidades, com o tempo de incubagao do musculo diafragma com a toxina em
questao.

Ao MO algumas fibras musculares apresentaram lesdes focais em
proximidade a fibras com aparéncia normal. As lesGes aqui caracterizadas por
regides com areas palidas irregulares, vacuolos, areas de hipercontracéo, fibras
com lesdo em delta, células com aparéncia amorfa e com miofibrilas agrupadas ao
acaso, foram analisadas no MET e mostraram extensas alteragdes arquiteturais nos
constituintes deste tecido. A proximidade entre dreas morfologicamente danificadas
e areas preservadas foi observada por DUNCAN (1987), em seus estudos sobre a
fungdo do aumento do calcio intracelular na célula muscular esquelética. Os
vacuolos observados ao MO podem ter representado a extensa vacuolizagdo do
sistema reticular sarcoplasmatico, evidenciado através do MET em todos os tempos
estudados. A vacuolizagéo do reticulo sarcoplasmatico e das cisternas terminais



apresentaram diversos graus de acometimento, desde estados muito discretos até
formas bastante volumosas. Os tubulos T ndo foram acometidos pela toxina 2, &
maneira do que foi observado para a PhTx1.

O aumento de volume sarcoplasmatico, mais acentuado nas proximidades
do sarcolema e o rompimento de miofilamentos em extensas areas das fibras
musculares, ou concentrados em pequenos espagos, associados muitas vezes a
restos de material celular, ao MO pode ter dado o aspecto de regides com areas
palidas irregulares, fibras com les&o em delta, células com aparéncia amorfa e
miofibrilas agrupadas ao acaso, variando localizagdo e extensdo do dano.

Ao MET foram identificadas regides de contracdo nas fibras musculares
frequentemente indicando mionecrose, ou simplesmente o desalinhamento das
linhas Z nas miofibrilas subsequentes. Estas regides ao MO podem ter sido
identificadas como fibras com aparéncia amorfa, regides com éreas palidas
irregulares e, as proprias regides de hipercontragdo.

Para interpretacéo destes resultados deve inicialmente ser lembrado que a
fibra muscular esquelética deve apresentar canais de sédio localizados nas bases
das dobras pOs-sinapticas e cuja densidade diminui com a profundidade e o
distanciamento das dobras (BOUDIER et al., 1992; LE TREUT et al., 1990
FLUCHER et al., 1989). Estes canais também devem encontrar-se nas membranas
tubulares (T) caracterizando a corrente de soddio tardia, a qual apresentou
sensibilidade diferente em relagdo aos canais da superficie da membrana as
fragbes de TTX (CAILLE et al., 1978).

O musculo diafragma pareceu nao ter, ou apresentou poucas fibras de
contragé@o rapida (FAULKNER et al., 1979 apud KILARSKI & SJORTRON, 1990).
Portanto, segundo RUFF & WHITTLESEY (1993) as fibras de contragdo lenta
apresentaram corrente de s6dio mais lentas que as fibras de contracéo rapida na
regiao da placa e na membrana extrajuncional e, segundo OGATA & YAMASAKI
(1989) possuiam reticulo sarcoplasmatico menos desenvolvido.

Desta forma, a frequente ativacdo destes canais pela toxina 2 da aranha
Phoneutria nigriventer deve ter promovido influxo de ions sodio (somada a agdo da
ACh liberada pelos terminais nervosos e consequente ativacdo destes canais
voltagem-dependentes - discutida posteriormente) na membrana da fibra muscular
esquelética. O influxo dos préprios ions sédio e/ou a consequente mobilizacdo de
ions célcio do reticulo sarcoplasmatico deve ter gerado um desequilibrio idnico



84

entre os compartimentos intra- e extracelular de forma a promover um consequente
desequilibrio hidrico. Segundo PARKER (1993), as células em geral buscam uma
concentragdo macromolecular citosdlica constante. Qualquer alteragao que perturbe
esta homeostase pode estimular mecanismos de compensagdo como tumefacio ou
retracao da celula.

Outras toxinas que ativam canais de so6dio, causaram de alteracbes
similares no RS. A BTX , que deve ativar canais de sddio, afetou a estrutura da fibra
muscular induzindo vesiculagcdo das cisternas terminais e porgdes longitudinais do
RS (WARNICK et al., 1971). A miotoxina a da Crotalus viridis irridis induziu lesées
focais contendo areas de vacuolizag&o parcial, até 24 horas apos a injecdo da
toxina, ou vacuolizagdo total e perda da estriacdo as 48 e 72 horas, alteracdes
estas vistas ao MO (OWNBY et al.,, 1976). Os estudos ao MET revelaram dilatacdo
do RS e espaco perinuclear. Os autores atribuiram estas alteragbes a ativacio de
canais de s6dio e consequente desequilibrio osmotico.

A possivel ativagdo do sistema reticular sarcoplasmatico pode ter
aumentado a concentragédo intracelular de ions célcio a nivel superior a 107 M,
desencadeando desta forma o mecanismo de contracdo dependente deste sistema
(DUNCAN, 1987). O estado contratil do musculo diafragma pode ser observado
macroscopicamente no decorrer do procedimento experimental e foi comprovado
através da analise de determinadas regides do material ao MET e ao MEV,
exclusivamente para esta toxina.

O aumento da concentragdo de calcio intracelular pode ter sido originado,
inclusive, através de efluxo deste ion das mitocondrias. Segundo VERCESI (1993),
em tecidos excitaveis o efluxo de calcio das mitocondrias ocorre através da troca
dos ions sédio-caicio.

A frequente ativagdo do mecanismo excitagdo-contragido deste tecido pode
ter desencadeado um prolongado tempo de exposigdo do aparato contratil e demais
estruturas a altas concentragdes de ion célcio, e este por sua vez, poderia ter
acionado o mecanismo de dano miofilamentar descrito anteriormente para a toxina
1. Por outro lado, DUNCAN (1987) referiu que o aumento da concentracdo de
calcio intracelular pode n&o sido o principal fator na ativagcdo de danos
miofilamentares, mas sim, a duracdo e a magnitude do movimento ativo deste ion
neste compartimento, como ocorre nas distrofias musculares. De qualquer forma, o
provavel mecanismo responsavel pelo extenso grau de lesdo observado apds 60
min de incubag¢&o do musculo com a toxina 2 deve ter sido ativado pelo calcio.



A presenca das linhas Z na forma ondulada ou borrada (“streaming")
observada durante andlise do material incubado com a toxina 2 & um achado
bastante comum em determinadas doengas como paralisia hipercalémica
(MACDONALD et al, 1968) e distrofia muscular (MILHORAT et al, 1966
FARDEAU, 1969 apud EDWARDS et al., 1984), e em condigdes fisiolégicas como
no exercicio excéntrico (FRIDEN et al, 1981). O verdadeiro significado desta
alteracao ainda € desconhecido.

As mitocondrias representam a principal fonte de ATP para as células
animais. As enzimas pertencentes ao ciclo de Krebs encontram-se na matriz e, o
sistema de transporte de elétrons e fosforilagdo oxidativa dispdem-se dentro ou
sobre a superficie da membrana interna e cristas (GHADIALLY, 1988). As
mitocOndrias analisadas nesta etapa, assim como para a toxina 1, apresentaram
diversos graus de acometimento estrutural. A tumefagido desta organela foi um
achado bastante frequente nos varios tempos de incubaco e em restritas areas do
proprio musculo controle. Outros estados como perda da arquitetura das cristas
internas, elétron-opacidade e rompimento da membrana externa também foram
identificados. Como ja abordado para as alteracbes desta organela induzidas pela
toxina 1, a tumefagdo pode ser uma condicdo passiva por diferenca de
osmolaridade entre os meios intra- e extracelular, ou aguda, dependente do
transporte de elétrons (GHADIALLY', 1988). Especificamente nesta situacdo é mais
provavel que tenha ocorrido o primeiro caso. Uma outra possivel causa para esta
tumefagéo, de acordo com PUBLICOVER & DUNCAN (1978) e JOFFE (1981), seria
o sequestro de ions calcio pelas mitocéndrias num primeiro momento, pelo aumento
da concentrag&o intracelular deste ion, tornando-as tumefeitas, e num segundo
momento estas organelas liberariam o célcio acumulado e sofreriam mudancas
ultraestruturais.

Segundo GHADIALLY (1988) a tumefagao artefatual por hipéxia é bastante
dificil ou impossivel de ser distinguida morfologicamente da de origem patogénica e,
em situagdes controle, umas poucas mitocéndrias poderiam encontrar-se nesta
situagdo. Desta forma a tumefagdo mitocondrial encontrada nas condigdes controle
poderia ser de origem artefatual, mas as observadas nas demais fases de atuacao
da toxina 2 (e também da toxina 1) n&o se enquadrariam exclusivamente nesta
causa, principalmente pelo extenso acometimento e pelos diversos estagios
degradativos nos quais esta organela foi encontrada. Neste caso as alteracdes
mitocondriais indicaram o estado necrético destas células devido a agdo da toxina 2,
segundo o conceito de necrose celular estabelecido por COTRAN et al. (1994).
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O rompimento da membrana sarcoplasmatica evidenciado algumas vezes
durante o estudo com esta toxina pode ter sido consequente a intensa tumefacao
sofrida pelas células em analise, como bem caracterizado na andlise feita ao MO.
MOKRI & ENGEL (1975), através de estudos realizados com biépsias musculares
de pacientes com distrofia muscular de Duchenne, observaram que a lesdo da
membrana sarcoplasmatica tornou livre a entrada de fluido extracelular rico em
calcio para dentro do espago intracelular, e que esta alteragdo do meio idnico pode
ter desencadeado alem de contragdes localizadas, alteragbes em organelas como
nas mitocdndrias e  reticulo sarcoplasmatico pelo sequestro de calcio e
possivelmente necrose da celula. Esta afirmacé&o foi confirmada por CARPENTER &
KARPATI (1989) que causaram necrose nas fibras musculares do musculo
gastrocnémio atraves de furos com fio de tungsténio. Observaram entéo areas de
hipercontrag@o associadas a precipitado de calcio, perda da estrutura sarcomérica
nas proximidades das areas hipercontraidas e formacdo de estruturas
membranosas. Concluiram entdo, que com a lesdo da membrana sarcoplasmatica,
havia ingresso de moléculas do meio extracelular como o calcio, responsabilizado
pelos achados de hipercontrag&o e perda de material filamentar. A formagao das
figuras mielinicas deve ter tido sua origem nos fosfolipideos de membrana
(DAVENPORT, 1971 apud CARPENTER & KARPATI, 1989).

Os venenos das tarantulas Dugesiella hentzi, Girard e Aphonopelma sp
estudado por OWNBY & ODELL (1983), apos injecao intraperitoneal causaram no
musculo diafragma de camundongos hipercontragdo, ruptura de sarcolema
associados a presenga de figuras mielinicas e dilatag&o do reticulo sarcoplasmatico
e das mitocdndrias. Segundo estes autores tais venenos devem ter causado
rompimento da membrana, expondo as células a agdo do calcio extracelular, e
inferiram que a isquemia e a les&o celular toxica poderiam alterar a bioquimica da
membrana talvez por degradac&o dos fosfolipideos por mecanismos como ativagao
de fosfolipases endogenas, peroxidagao lipidica ou ligagdo covalente de metabolitos
da toxina a macromoléculas da célula, o que também pode ter ocorrido neste
estudo. )

Na andlise do tecido muscular incubado com a toxina 2 foi observada a
presenca de estruturas filamentosas e enoveladas provavelmente oriundas de
restos membranares, também denominadas "whorls". Estas estruturas foram
encontradas nos quatro tempos analisados, porém foram mais evidenciadas a partir
dos 30 min de incubagdo. A origem exata destas estruturas é incerta. GHADIALLY
(1988) sugeriu que elas poderiam aparecer em regides de intensa justaposi¢éo de



mitocondrias, onde suas membranas representariam sitios de danos focais e
rearranjo da membrana do envelope mitocondrial. COTRAN et al. (1994) sugeriu
que poderiam advir de disturbios ibnicos e regulagdo de volume induzidos por perda
de ATP. Nestas condigbes haveria dilatagdo do reticulo endoplasmético (no caso
sarcoplasmatico) e posteriormente, a formacio destas estruturas. Este Ultimo autor
caracterizou este tipo de lesdo com um padrdo reversivel para a célula e
caracteristico de resposta aguda sofrida por ela. PAPADIMITRIOU et al. (1990)
estudando as alteragGes desencadeadas pelo pincelamento de fixador Karnovsky
diretamente sobre o tecido muscular, in vivo, observou a formacgédo de estruturas
membranosas em proximidade ao plasmalema, e inferiu que estas estruturas
poderiam representar uma fonte de fosfolipideo para a formacdo da membrana.
Também notou a proximidade destas estruturas com o nucleo da fibra e com
sistemas de Golgi, e argumentou que esta situagdo poderia ser uma resposta ativa
da célula a lesdo. CHEN & YATES (1967) estudando a ac&o de triparanol em
musculo liso de hamsters observaram a presenca de estruturas membranosas em
associagdo com o reticulo endoplasmatico e os classificaram como corpos
citoplasmaticos Tipo | E interessante notar que estas estruturas foram
frequentemente encontradas nos estéagios iniciais dos processos degenerativos da
célula. Neste estudo, estas estruturas podem ter sido originadas da degeneracéo
sofrida pelas mitocondrias, reticulo sarcoplasmatico e até, de restos membranares,
pois houve comprometimento de todos os itens.

E interessante ressaltar que as alteracbes observadas nesta etapa do
trabalho assemelharam-se as referidas para determinadas patologias, como um
todo, para distrofia muscular de Duchenne e paralisia periddica hipercalémica
(MILHORAT et al., 1966; MACDONALD et al., 1968), e parcialmente, como no uso
de anestésicos volateis (DUNCAN, 1988) e exercicio excéntrico (FRIDEN et al,
1981). Nestas situagbes as principais alteracdes referidas foram fibras que
apresentaram suas miofibrilas espagadas irregularmente, degeneracdo de
mitocondrias, vesiculagdo do reticulo sarcoplasmatico, rompimento da membrana
sarcoplasmatica, linhas Z borradas, miofilamentos fragmentados e formacédo de
figuras mielinicas. ) :

As celulas que foram danificadas agudamente pela toxina 2 e pela toxina 1,
no individuo vivo provavelmente seriam regeneradas, segundo NAIDOO (1993), a
partir da diferenciagéo das celulas satélites, consideradas vestigios da
embriogénese e encontradas entre a lamina basal e o sarcolema da miofibra, em
mioblastos, e consequentemente substituiriam a célula muscular danificada.
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PhTx2 e os axoénios

Os axbnios apresentaram basicamente trés alteracbes estruturais:
vacuolizagdo intramielinica, vacuolizagdo intraxonal associada a rarefacdo de
estruturas intrinsecas e aumento de volume axoplasmatico, vacuolizagdo no
citoplasma das células de Schwann e ocasionalmente desestruturagdo dos NRs.

As duas primeiras alteragbes citadas coincidiram com os achados de CRUZ-
HOFLING et al. (1985) em nervos periféricos de camundongos apds injecao
intraneural do veneno da aranha Phoneutria nigriventer e CRUZ-HOFLING & VITAL-
BRAZIL (comunicagéo pessoal) pela incubagdo de veratrina em axonios do nervo
frénico de diafragma de camundongos.

AlteragOes similares em fibras nervosas foram observadas por CRUZ-
HOFLING & RODRIGUES-SIMIONI (comunicacdo pessoal) quando incubaram
musculo diafragma com cloreto de guanidina. A guanidina tem efeito facilitador das
contragbes musculares que € seguido por bloqueio total das respostas do musculo a
estimulos elétricos. Sugeriram que os efeitos estruturais provocados pela guanidina
poderiam estar relacionados ao acumulo de calcio intracelular subsequente ao
blogueio dos canais de potassio.

Vacuolizagdo intramielinica e formacdo de corpos multilamelares também
foram observados apos incubacdo do musculo diafragma com a toxina 1 (citado
anteriormente) e por LOVE et al. (1986) apds 1 hora da injecdo intraneural do
veneno do escorpido Cenfruroides sculpturatus. A administragdo crénica de
galactose (POWELL & MYERS, 1983) e, hexaclorofeno (TOWFIGHI et al., 1973)
também causaram vacuolizacdo por entre as lamelas de mielina das fibras
nervosas. Neste experimento, corpos multilamelares ou as chamadas figuras
mielinicas foram encontradas projetando-se para a luz do axénio. Estas estruturas
provavelmente originaram-se da descompactacdo das lamelas de mielina no
decorrer do tempo de incubagao com a toxina 2.

A descompactacdo das lamelas de mielina € um frequente achado
artefatual (BABEL et al., 1970). Nos axbénios mielinizados deste estudo, a
descompactacao observada pode realmente ter sido um achado artefatual, mas
também pode ter representado o inicio do processo de formacdo de vacuolos
intramielinicos, por mobilizagdo de fluido do axoplasma dos internodos para o
interior das linhas intraperiddicas.
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A vacuolizagdo intramielinica observada em alguns axénios deste estudo
tem sido uma condigéo frequentermente encontrada em diversos outros estados.
como citado anteriormente. Poderia ser concluido, portanto, que a condicdo
fisiopatologica responsavel por este achado seria comum para os diferentes casos.
Assim, a ativagao dos canais de sAdio induzida pela toxina PhTx2 e consequente
perda da homeostase idnica, pode ter ativado estruturas pertencentes & membrana
do internodo e membrana paranodal, como por exemplo os canais de potassio
(WAXMAN & RITCHIE, 1985), permitindo um grande efluxo deste ion que seria
acompanhado por fluido do axoplasma, fluido este comprimido entre as lamelas de
mielina.

A formagao de vacuolos intraxonais nos internodos pode ter representado
uma alteragéo sofrida pelos microtubulos como causa indireta da ativacdo dos
canais de soédio, mais concentrados nas proximidades dos NRs (LANDON &
LANGLEY 1969; 1971 / apud ZAGOREN, 1984) e pouco concentrados, mas
presentes, nos internodos (GRISSMER, 1986), e um consequente desequilibrio
osmético e hidrico pelo influxo de &agua no axoplasma. Este novo conteudo hidrico
pode ainda ter comprimido as estruturas intrinsecas (microtubulos, neurofilamentos
e mitocondrias), caracterizando no MET a rarefagdo ou agrupamento ao acaso das
mesmas, associado a um aspecto elétron-lucente. Outro aspecto que pode ser
abordado dentro deste contexto foi @ ativagdo de mecanismos que degradariam as
estruturas contidas no axoplasma em resposta ao desequilibrio osmético imposto
pela ativagdo dos canais de s6dio, como sugerido por PARKER (1993). A rapidez
com que este tipo de vacuolo se desenvolveu, durante os 60 min de incubacao,
poderia sugerir que o fluido edemacial tivesse sido derivado grandemente do
axoplasma.

MOORE et al. (1986) realizaram estudos morfolégicos agudos com a BTX
em nervos de ratos e, apds 3 horas, observaram tumefagdo axonal e retracdo da
mielina paranodal nos NRs, tumefagc&o nos axdnios amielinicos, e acimulo de fluido
extracelular ao longo do internodo Mo espacgo adaxonal, nas linhas intraperiddicas,
acompanhado de retragdo do axénio. Segundo os autores esta toxina abre canais
de sodio e provavelmente desencadeou influxo de fluido nestes compartimentos por
efeito osmético induzido por este ion.

As células de Schwann devem possuir canais de sédio nas superficies das
suas membranas (GRAY & RITCHIE, 1985), mas a fungéo destes canais na geracio
do PA ou no processo de mielinizagdo axonal ainda foi totalmente estabelecida
(TRIMMER & AGNEW, 1989). Assim, uma possivel causa para a presenca de
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vacuolos no interior do citoplasma destas células pode ter sido dada pela infusdo de
liguido no reticulo endoplasmatico, também resultante do desequilibrio hidrico
provocado pela ativacdo dos canais de sédio. O tamanho do vacuolo diferiu
bastante durante os véarios tempos de incubagdo, mostrando mais uma vez a
progressdo da lesdo com o tempo de incubagdo do tecido com esta toxina. A
presenca de vacuolos no citoplasma das células de Schwann foi descrito por
OCHOA et al., (1972) pelo uso de torniquete na altura do joelho de balbuinos
fémeas mantido entre 1 e 3 horas, e foi acompanhado por alteragbes estruturais dos
nervos periféricos como formagéo de edema intramielinico e periaxonal.

As mitocdndrias contidas, tanto no axoplasma, como no citoplasma da célula
de Schwann apresentaram-se por vezes tumefeitas e com seus sistemas de cristas
desorganizados. E viavel admitir que o ingurgitamento desta organela também
tenha sido consequente ao desequilibrio hidrico. O processo de tumefagdo
mitocondrial com esta causa foi baseado nos comentarios feitos por GHADIALLY
(1988) e COTRAN et al. (1994).

PhTx2 e as JNMs

O terminal pré-sinaptico foi extensamente atingido pela toxina PhTx2 na
dose de 1ug/ml. A marcante deplecao ou rarefagdo das vesiculas sinapticas foi um
achado constante nos diversos tempos analisados. CRUZ-HOFLING et al. (1985)
utilizando injegbes intraneural do veneno da aranha Phoneutria nigriventer em
camundongos também observou wvesiculas sindpticas esparsas e tumefacdo do
terminal pré-sinaptico. FONTANA & VITAL-BRAZIL (1985; comunicagdo pessoal)
nos seus experimentos eletrofisioldgicos observaram blogueio da conducéo
neuromuscular apés utilizagédo do veneno bruto da aranha "armadeira”" e para a
toxina PhTx2, respectivamente. Portanto concluiu-se que os resultados
morfologicos obtidos pela analise das JNMs para a toxina 2 estdo de acordo com os
achados eletrofisiolégicos citados anteriormente e que esta toxina mimetiza os
achados obtidos com o veneno bruto.

A frequente ativagdo dos canais de sodio na regido do terminal nervoso e
consequente ativacdo dos canais de sbdio voltagem-dependente, associado
possivelmente a este mesmo processo ocorrido na regido dos NRs, levou a geracao
de PAs nas fibras nervosas. O consequente influxo de célcio, no caso voltagem-
dependente, mobilizou as vesiculas de ACh para as zonas ativas, como observado
nos terminais nervosos, e através da fusdo destas com a membrana axolemal,
houve a liberagao de seu conteudo na fenda sinaptica. A deplegéo das vesiculas no
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interior do terminal nervoso deve ter ocorrido pela constante despolarizag&o axonal
e consequente impossibilidade da ressintese deste mediador no terminal pré-
sinaptico.

Os vacuolos encontrados nesta area caracterizaram a tumefacao do reticulo
endoplasmatico presente neste local, e foram consequentes ao desequilibrio
hidrico imposto pela ativagdo frequente dos canais de s6dio (COTRAN et al., 1994).

O edemaciamento das mitocdndrias teve origem noOS processos
anteriormente referidos e basearam-se nos comentarios de GHADIALLY (1988) e
COTRAN et al. (1994).

Os restos de material celular encontrados no terminal pré-sinaptico
principalmente apds 60 min de incubacdo refletiram a degradacédo sofrida pelas
estruturas intrinsecas em consequéncia ao desequilibrio hidrico (PARKER, 1993).

DUCHEN & GOMES (1984) atestaram que os efeitos clinicos e morfologicos
induzidos pelos venenos das aranhas do género Latrodectus, popularmente
conhecidas como viuvas negra, marrom e vermelha, eram similares. A nivel
morfolégico observaram tumefacdo dos terminais nervosos pertencentes as placas
motoras, mitocOndrias danificadas e vesiculas sinapticas depletadas, e o restante
do axonio mostrou-se com aspecto normal.

Estudos realizados com as neurotoxinas taipoxina e notexina, derivadas do
veneno e serpentes da familia Elapidae, Oxyuranus scutellatus e Notechis scutatus
scutatus que conhecidamente causam bloqueio na transmiss&o neuromuscular,
demonstraram morfologicamente redug&o no numero de vesiculas sinapticas do
terminal nervoso (CULL-CANDY et al., 1976).

O terminal pré-sinaptico foi bastante modificado pela agéo da BTX, segundo
estudos realizados por ALBUQUERQUE et al. (1971). Nestes estudos utilizaram
incubacgdo de diafragma de ratos com BTX por até 60 min. Observaram a presenca
de vesiculas esparsas, de maior tamanho que as observadas nos controle, e
invaginagdo do axolema no botdo do terminal nervoso. Também observaram a
opacidade do terminal nervoso que apresentou mitocondrias destruidas e vesiculas
tumefeitas e empacotadas. A porgcao pds-sinaptica encontrou-se bem definida.

Todas as toxinas dos escorpides atuam no sistema neuromuscular por
modificagbes do canal de sédio (COURAUD & JOVER, 1984), nos sitios de ativacdo



ou inativacdo (KATZ & EDWARDS, 1972 MEVES et al., 1982; BARHANIN et al,
1982: JAIMOVICH et al., 1982), e os resultados dos experimentos morfoldgicos e
fisiologicos mostram muitos pontos comuns com 0S resultados aqui apresentados,
principalmente no que diz respeito ao disparo de repetidos PAs e deplecao de
vesiculas sinapticas.

As demais alteragdes no terminal nervoso, como a invaginagéo do axolema

observada apos 60 min de incubag&o, representaram a desorganizagdo celular
frente ao desequilibrio iénico e hidrico.

O terminal pos-sinaptico apresentou dobras pbs-juncionais pouco profundas
e esparsas. Uma possivel causa para este achado pode ter vindo do desequilibrio
hidrico imposto pela ativagao dos canais de sodio localizados nas bases das dobras
pos-sinapticas e com sua densidade diminuindo com a profundidade e o
distanciamento das dobras (BOUDIER et al, 1992: LE TREUT et al, 1990;
FLUCHER & DANIELS, 1989). Desta forma, o aumento de volume hidrico nesta
regido poderia distender as dobras, tornando-as rasas e infrequentes. Qutra
possivel causa poderia ser a acdo, direta ou indireta, da toxina 2 sobre elementos
do citoesqueleto, desestruturando a arquitetura das dobras pods-juncionais, ou
mesmo uma acao conjunta de ambas explanagdes.

Correlacdo entre os achados ultraestruturais e sinais e sintomas clinicos

Estudos realizados com o veneno da aranha Atrax robustus em macacos,
que sabidamente causam liberagao de ACh na placa motora e por todo o sistema
nervoso autdénomo, mostraram inicialmente uma sindrome caracterizada por
hipertensdo e taquicardia associada ao coma, fasciculagdo muscular, salivagéo e
lacrimacédo. Seguidamente o animal desenvolvia hipotensdo e hipoxia com morte
(DUNCAN et al., 1980). Nesta situacdo, os achados clinicos estéo de acordo com 0s
achados fisiologicos de outros autores.

O veneno da aranha vidva negra afeta principalmente 0s terminais
sensoriais @ motores particularmente de humanos, primatas e roedores. O individuo
exprime clinicamente dor irradiada do sitio da picada, dificuldade respiratoria, as
vezes, hipertenséo arterial, suor profuso, salivagéo, lacrimagao, nauseas, vomito,
oliguria e priapismo. Estes achados relacionam-se com a agéo deste veneno na
liberagdo do mediador quimico, NO caso a ACh (QUEIROZ, 1981; DUCHEN &
GOMES, 1984).



Os sintomas clinicos referidos pelos individuos acidentados com aranha
"armadeira”, ou mesmo discretos sinais observados em animais de laboratério,
quando confrontados com os achados ultraestruturais do musculo esquelético
incubado com a toxina 2, auxiliaram no esclarecimento principalmente das caibras
dolorosas e irradiac&o da dor do sitio de introdugdo do veneno. Estes sintomas sao
provavelmente oriundos da ativacdo dos canais de sodio voltagem-dependentes dos
tecidos muscular e nervoso na area do ferimento. A propagagdo da ativagcdo ao
longo destes tecidos excitaveis deve gerar irradiagio do estimulo, e a permanente
despolarizagao, as caibras. A dor provavelmente é uma resposta das terminagées
nervosas livres estimuladas nesta area pelo proprio ferimento e pela agéo toxica do
veneno.
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CONCLUSOES

Nas condicées experimentais do presente trabalho, os estudos
eletrofisiologico e morfoldgico desenvolvidos com a toxina PhTx1 e o estudo
morfologico desenvolvido com a toxina PhTx2, ambas derivadas do veneno da
aranha Phoneutria nigriventer, permitiram as seguintes conclusées:

1. A PhTx1 n&o induz alteragbes miograficas e eletrofisioldgicas nas
referidas preparacgdes.

2. A PhTx1, nas doses de 1 e 5 ug/ml, ndo atua nas JNMs de
musculos esqueléticos de camundongos, nos sentidos de despolarizacdo ou
hiperpolarizagéo.

3. A PhTx1 é miotdxica, pois revelou sinais de necrose de algumas
fibras musculares ja aos 15 min de incubacéo do musculo com a toxina.

4. A PhTx1 é tdxica para nervo, pois induziu alteragbes estruturais nos
axonios do nervo frénico, de carater osmotico.

5. A PhTx1 deve atuar nas membranas do musculo e nervo, em sitio
tal que ndo promova alteracbes fisiologicas (detectaveis nestes estudos), mas
somente estruturais.



6. As alteragbes estruturais induzidas pela PhTx1 expressam-se
agudamente (15 min, no presente trabalho) e mantém-se com a mesma intensidade
até os 60 min.

7. A atividade miotdxica da Phtx2 é mais extensa que a apresentada
pela PhTx1.

8. A miotoxicidade induzida pela PhTx2 é de carater necrético e
provavelmente € decorrente de distrbios do tipo idnico e hidrico na célula.

9. A PhTx2 € neurotéxica, pois induziu alteragbes estruturais
progressivas nos axonios, provavelmente desencadeadas por desequilibrio
osmbético dos compartimentos intra- e extracelular.

10. As alteragbes morfoldgicas induzidas pela PhTx2 no musculo
esquelético e axbnios do nervo frénico sdo graduais, pois evoluiram ao longo do
tempo de exposigao do musculo a toxina.

11. O desequilibrio osmético dos compartimentos intra- e extracelular,
que desencadeou as alteragbes ultraestruturais observadas, provavelmente advém
da agdo atribuida a PhTx2, ou seja, ativacao dos canais de sédio.
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