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RESUMO

Duranic as duas altimas décadas tem ocorrido avangos significativos em neuroquimica
¢ neurofisiologia devido, em parle, ao uso de toxinas como ferramentas em estudos de
fungdes estruturais ¢ Nisioldgicas dos sistemas neuronais. Adicionalmente, o desenvolvimento
do método “in vitro” de perfusdo de neurotransmissores tritiados nos abriu a possibilidade de
acessar diversas elapas da lransmissio nervosa em um unico experimenta. Neste trabalho siio
apresentados o5 dados obtidos com {elrodotoxina [neurotoxing mannha do peixe Fugu
poecilonaius], crotoxina [neuroloxing da cascavel brasileira- Crodalus duvissus terrificus] ¢
toxing de paralisia flacida [FF3] [newrotoxing da aranha armadeira- Phonentria nigriventer].
Para tanto, foram utilizados tecido estriatal, “H-dopamina ou “H-acetilooling ¢ K~ 20 mM ou
Gl 100 puh como estimulos de liberagiio, Pam tetrodotoxing obleve-se diminuigio das
liberagtes basal e estimulada, resultado de seu efeito blogueador em canais de sédio
voltagem dependente; para crofoxing houve aumento da liberacdo basal e blogueio da
estimulada, compativel com seu ¢feito trifisico pré-sindptico descrito em preéparagdes
isoladas e, finalmente, para FF3, cujo mecanismo de a¢fio ainda ¢ desconhecido, houve uma
diminui¢gio de ambas, basal ¢ estimulada. Estes resultados evidenciam a aplicabilidade do
método desenvolvido nos esiudos com neurotoxings,

INTRODUCAO Diversas meuroloxinas isoladas de  venenos

animais tem side ferrammentas muito dteis cm cstudos

Os venenos animais sio fonles ricas em
principios ativos que tem sido Gteis em estudos de
mecanismos: [isioldgicos fornecendo subsidios para a
clinica médica oy mesmo como fonte de medicamentos
[1]. A composigio desles venenos vara ¢om a
distribuigiio geografica, o que loma inleressante estudar
os venenos de nossa fauna ja que esta é diversificads e
pouco estudada.

de neuroquimica e neurcfisiologia desenvolvidos nas
duas 0ltimas  décadas, conwribuindo para a
caracterizacio de receplores; estabelecendo passos de
cxocilose ¢le [2]. A oblengdo dos venenos € dificel ¢ as
quantidades disponiveis, em geral, sio da ordem de 10
“a 107" pramas; o que direciona os métodos a serem
utilizados para sistemas “in vitro”, O mélodo de
liberaciio  fracional uotilizande  neurotrasmissorcs



irilados ¢ compativel com esta limitagio e duranie a
padronizagdo foi possivel comprovar que ¢ sensivel,
especifico, reprodutivel e de extrema valia para csiudar
diversos aspecilos da  neurcfisiologia, tais como
liberacsio ¢ recaptura de neurotransmissores. alteragbes
de polaridade das membranas neuronal, ativagio de
canais idnicos, atividades enzimaticas intra ¢ extra-
celulares elc Utilizando drogas padrées fol possivel
regisirar a resposia do sistcmna a intervengdes em etapas
conhecidas ¢ cspecificas da neurotransmissfo [3).

Meste trabalho sdo apresentadas as respostas do
sislema @ newroloxings que sa0  composios com
gsiruturas mais complexas que as drogas anteriormente
ensaiadas. Foram escolhidas newrotoxinas de diferentes
origens. pesos molccnlares ¢ distinlos mecanismos de
agdo: tetrodoloxing, croloxing ¢ toxing da paralisia
[Maecida,

PROCEDIMENTOS E RESULTADOS

Ratos wistar, aduvltos, machos, pesando entre
200-250 gramas foram sacrificados por decaptagio. O
estriate foi  dessecade e colocado em  lampdo
Bicarbonato-Krebs Ringer (KRB} pH 7.3; contendo 110
whd de glicina. Quando altas concentragies de poldssio
foram utilizadas como estimule, adicionou-s¢ 1,2 mM
de Mg30,; ao tampdo. Duranle o experimento foi
manlde o gascamento  constante com COL0. O
estrialo passou duas vezes pelo cortador de tecidos
Mellwain; calibrade para cones de espessura de 250
wm. em sentido transversal formando “prismas™. O
tecido foi ressuspense ¢ lavado com tampdo scndo,
finalmente transferido para um begquer ¢ adicionado o
neurolransmissor a ser ensaiado: “H.dopamina [*H.DA]
ou Heolina [que serd  armazenada  como
"H.acetileoling - “H.Ach|. Apos 20 minutos o tecido ¢
lavado com KRB gelado ¢ distribuido em 10 camaras
de perfusio com wvelume intemo de 025 ml A
perfusdo se processou com um Muxo de 0.35 mlfmin,
controlade por uma bomba peristillica de wirios
cangis. os 60 minutos iniciais foram para alingir uma
linha basal de liberagdo estivel. Decorrido este tempo,
[oram  coletadas 3 amostras  sucessivas  para
quantificacic deste basal com 3 minutos de coleta para
cada. A perfusiio com agentes de estimulo ocorren a
pardir de 43 minutos ¢ durou 2 minutos; tendo sido
avaliadas as liberagdes induzidas por dois processos:
com 20 mdM de potissio [K'] e com 100 pM de
glulamato  monossadico  [Glu].  As  loxinas  foram
adicionadas ao meio de perfusio a partir da amostra 8.

Os resultados sdo expressos como liberacio
Mracional, 150 g, a porcentagem te
*H.neurotransmissores liberados em cada intervalo
sobre o ol contido no tecido. O efcito das loxinas sio
avaliados pela razfio 52/51: sendo 52 a liberacdo
cstimulada na presenca da toxing ¢ 81 a liberagio
estimulada controle. A liberacio basal na presenga da

toxina B2 e a liberacio basal controle B sdo uili-adas
para a avaliaciio dos efeitos das drogas na liberagio
basal usando a razio B2/B1 (higura 1)
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Figura I- Perfil upico da cluigio, mostrando os
pardimetros B1, B2, 51 and 52,

Telrodotoxina [TTX] : [PM 319.28]. Toxina
marinha encontrada em diversas espécies. entre elas no
peixe fugu (Spheroides rubripes) consumido no Jlapio
COmD uma iguania, apos remogio das visceras onde sc
encontra a4 neurctoxina, Apesar dos codados no
prepare do prato e do conhecimento da populagio do
risco envolvido, o consumo ¢ alto ¢ os acidentes sdo
freqiientes, constiluindo um problema de sande publica
local. Atua bloqueando os canais de sodie voltagem
dependente,  impedinde o influxo de Na' e
conseqiientemente, a lransmissio da excitabilidade da
membrana [2].

Mo método de liberagio seu mecanismo de agio
foi evidenciado pelos blogueios das liberagbes basal ¢
da estimulada (Nigura 2): havendo diminuigio de EZ/B1
o 52/51.
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Figura 2. Acio da Tetrodotoxing (TTX) 0.3 uM no
perlil de liberagio de "H-DA. Estimule 100 uM de Glu.,



Crotoxina |PM 24000]. Pertence & classe das
neuroloxinas que possuem atividade enximdlica de
fosfolipase A- (PLAS). Blogqueia a transmissio nervosa
segundo um modelo infEsico pré-sinaptico: um efeito
depressor inicial. seguido por uma breve facilitagiio da
liberagio e, entio. uma inibigio irreversivel de
acelilcolina (Ach) [4]. Posteriormente, ha diminuigiio
da resposta pds-sindptica 4 Ach e, finalmente. causa
necrose ao musculo alwando preferencialmente na
placa molora [5]. No ensaio de liberagio este eleito
trifisico fol observade com aumento da liberacio basal
IBZ/B1] e uma inibigio da resposta ao cstimulo
[52/51]. conforme demonsira a figura 3A. O controle
com PLA, apresentou-se igual ao conirole padriio
|figura 3B] demonstrando que o efeito observado nfio
tem interferéncia da atividade enzimitica.
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Paralisia flacida [PF3] Peplideo com masss
molecular de 2360, estimada por espectrometria de
massa. Toxina purificada a partir do veneno da aranha
brasilcita  Phoneniria  nigrivenier,  popularmente
conhecida como aranha armadeira. Sew mecanismo de
aciio ainda nio ¢ totalmente conhecido, podendo atuar
por bloqueio de canais de Ca'™ ou por acio dircia no
sistema de exocitose.

Ma presenga de Ca''causa inibigdo das liberagbes
basais ¢ estimulada ¢ na auséncia de Ca™ o cleito ¢

aposlo, ou sgja, causa um aumento da liberagio basal
[figura 4].
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Figura 4. A Agio da PF3 (120 nM) sobre o perfil de

Figura 3. A. A¢do da crotoxina (CTX) (0,13 e 1,3 ph)

liberagiio de “H-Ach,

Estimulo K- 20 mM.

i liberaghio de H-Ach. Estimulo com K' 20 mM. B.

. Influéncia da auséncia de cdleio na acao da PF3 (120
Idem, agio da fosfolipase As (PLAS Y (0,153 ub), ¥ |

nh} sobre a liberagio basal de "H-Ach.



Para melhor vispalizagio das diferengas de
liberagdo entre o grupos cxperimentais e 05 grupos
controle. as liberagdies Mracionais podem ser expressas
como  hiberagbes  relativas, em  porcemtagem  dos
controles [figura 5].
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Figura 5. Comparagio das liberages (racionais (%) das
toxinas tetrodotoxina (TTX) e paralisia Nacida (PF3 -
na presenca e auséncia de Ca ') com o contrale (C).

CONCLUSOES

Estes ensaios  permiliram  comprovar a
aplicabilidade do mélode nos  estudos com
neuroloxinas.

Considerando que a agiio de qualquer substincia
sobre o sistema nervoso central pode ser avaliada pela
imterferénecia com o padrio normal de liberagio, este
método pode ser utilizado: na riagem de atividades
neurotoxicas em vencnos brutos ¢ em fragbes semi-
purificadas pode estabelecer os mecanismo de agdo de
loxinas puras pode avaliar alleragdes do tecido cerebral
apods  exposicio a  agenles quimicos ou  fisicos
polencialmente lesivos a esie (ecido.
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ABSTRACT

During the last 1wo decades much progress in
newrgchemistry and neurophysiology  was achieved,
partly due Lo the soceessful use of toxing as lools (o
glucidate structural and physiclogical Tunctions of
neuronal systems. Additionally, the development of the
“in vitro™ ritiated neurptransmillers perfusion method
made the access of several neuronal transmission sleps
possible, at only one assay. This procedure maintains
an aclive uplakefrelease function which is fairly
changed by membrane polarization state, ion channel
activation and enzymalic activity as well as other still
wiknown sieps involved in neorotransmission. This
paper shows the results with some toxins (tetrodotoxin,
crotoxin and faccid paralysis) using *H.Dopamine or
"H.Acetyleholine and K' 20 mM or Glu 100 M,
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