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Resumo

Este trabalho tem como objetivo documentar as atividades realizadas no Estagio
Curricular Obrigatorio do curso de Graduacdo em Fisica Médica, realizado no Laboratorio
de Farmacologia da Jungdo Neuromuscular do Departamento de Farmacologia do Instituto
de Biociéncias da UNESP de Botucatu.

O estagio englobou atividades relacionadas a Instrumentagdo e a Iniciagdo
Cientifica, ambas visando ao estudo da Farmacologia da Transmissdo Neuromuscular.
Desta forma, neste relatorio serdo apresentados, inicialmente, uma breve revisdo dos
aspectos fundamentais da morfologia e da fisiologia da juncdo neuromuscular.
Posteriormente, serdo descritos os métodos de estudo da transmissdo neuromuscular
aprendidos no decorrer do estagio, especificamente, as técnicas miografica, que permite o
registro da contragdo muscular, e eletrofisiologica, que possibilita o registro de atividade
elétrica celular, ambas in vitro. Finalizando, serdo apresentados os resultados do Projeto de
Iniciacdo Cientifica desenvolvido, cujo objetivo foi estudar a acdo do extrato etanolico da
planta Tabernaemontana catharinensis sobre o bloqueio neuromuscular induzido por
toxinas ofidicas na preparagdo do nervo frénico-musculo diafragma isolado de

camundongos.

Palavras-chaves: Transmissio Neuromuscular, Técnica Miografica, Técnica

Eletrofisioldgica, Veneno Ofidico, Planta Antiofidica.



1. Introducéo

Sinapse ¢ o local onde a informagao ¢ transmitida de uma célula nervosa a
qualquer outra estrutura, seja esta nervo, musculo ou glandula. Existem dois tipos de
sinapses, as elétricas, nas quais as células excitdveis se comunicam pela passagem direta de
corrente elétrica, e as quimicas, onde a informagdo ¢ transmitida pela liberagdo de um
composto quimico'”. As sinapses entre os axdnios dos neurdnios motores e as fibras
musculares esqueléticas sao chamadas de jungdes neuromusculares (JNM). Estas servem
como modelo de sinapse quimica, e a substancia transmissora ¢ a acetilcolina (Ach)"®.

O processo de transmissdo que ocorre na JNM, denominado transmissao
neuromuscular (TNM), possui grande relevancia para a manutengdo da vida, pois sua
fun¢do ¢ transmitir o impulso nervoso para a fibra muscular esquelética, iniciando o
processo de contragdo da musculatura. Em condigdes fisiologicas normais, a contragao
muscular possibilita a execu¢do de movimentos envolvidos na manutencdo da postura,
respiracdo, fala, e outras atividades voluntarias necessarias para a sobrevivéncia. O
processo de TNM pode ser afetado por diversos fatores como a acdo de drogas e toxinas,
pelo desenvolvimento de patologias e pela intensidade da atividade fisica. Desta
maneira, ¢ importante que se disponha de métodos que permitam o estudo do

funcionamento da JNM.

O estagio teve por objetivos o aprendizado e o treinamento de técnicas
utilizadas no estudo do processo de TNM. Sendo assim, envolveu aspectos da area
biologica, desde a manipulacdo e a dissecacdo de animais experimentais, até
conceitos basicos de anatomia, morfologia, fisiologia e farmacologia da juncao
neuromuscular, bem como aspectos da fisica basica, relacionada ao funcionamento

dos equipamentos, e da biofisica envolvida nos conceitos de biopotenciais elétricos.

Durante o estdgio houve uma maior énfase no aprendizado da técnica de
registro miografico in vitro, que ¢é rotineiramente executada no laboratoério. Tal fato
possibilitou o desenvolvimento de um projeto de iniciacdo cientitica ao final do
estagio. No decorrer deste houve também o contato com a técnica eletrofisiologica

que permite o registro de biopotenciais.



No sentido de facilitar a compreensdo das atividades desenvolvidas no estagio,
esta monografia sera subdividida em 3 grandes tdpicos. O primeiro aborda os
Aspectos Morfoldgicos e Fisiologicos da JNM, o segundo abrange os Métodos de
Estudo da Transmissdo Neuromuscular e o terceiro expde um Projeto de Iniciacéo
Cientifica, que envolveu o uso da técnica miografica para o estudo da transmissdo

neuromuscular.

1.1 Aspectos Morfoldgicos da INM

A unidade funcional do movimento ¢ denominada unidade motora e consiste do
motoneurénio ¢ das fibras musculares especificas por ele inervadas (Figura 2A).
Geralmente, cada fibra muscular recebe inervagao de um tnico motoneurdnio, porém, esse
pode inervar muitas fibras musculares, devido as numerosas ramificagdes de suas
extremidades. O corpo celular do motoneuronio se localiza no interior da substancia
cinzenta da medula espinhal, e seu axonio se estende desde a medula até o musculo. Ao se
aproximar do musculo, o axénio mielinizado se ramifica, nos nodos de Ranvier, em fibras
curtas. Essas, ao atingirem as fibras musculares individualizadas, perdem a bainha de
mielina, sofrem posterior ramificagdo, e, recobertas apenas pelas células da teloglia, fazem
sinapses com as fibras musculares, formando a JNM ou placa motora.

A figura 2B revela detalhes da ultra-estrutura da JNM. Identifica-se nessa sinapse:
1) a terminagdo nervosa contendo um grande nimero de vesiculas, que armazenam o
neurotransmissor, acetilcolina (Ach); 2) um espago de aproximadamente 500 A separando
os elementos pré e pos-sinapticos, que constitui a fenda sinaptica, e 3) a membrana da fibra
muscular (placa motora terminal), cuja area sofre grande aumento pela formagdo de
inumeras dobras. Nessa membrana encontram-se 0s receptores colinérgicos nicotinicos,
glicoproteinas pentaméricas que formam um canal idnico (figura 1). Esses receptores sdo
constituidos por 4 tipos de subunidades denominadas «, [, (y ou ), ¢ &, sendo a relagdo
estequiométrica: opf3yd (encontrados em musculos imaturos ou desnervados) ou wfied
(musculos maduros). Os sitios de ligagdo para a Ach situam-se sobre as extremidades N-
terminais das subunidades «, sendo necessaria a ligacao de duas moléculas de Ach, uma

em cada subunidade, para ativar o receptor, ou seja, abrir o canal.
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Figura 1: Estrutura molecular do receptor colinérgico nicotinico.

A regido da placa motora onde se localizam os receptores nicotinicos ¢
quimicamente excitavel, pois depende de um transmissor quimico para exercer sua funcao.
J4 a regido adjacente possui canais de Na" ¢ K dependentes de voltagem e, por isso, é dita
eletroexcitavel. A placa motora representa uma fracdo extremamente pequena da fibra

muscular, ocupando cerca de 0,1 % de sua superficie® .
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Figura 2 (A e B): Representagdo diagramatica da unidade motora e da placa motora*™.




1.2 Aspectos Fisioldgicos da JNM

1.2.1 Liberacéo de Ach
A Ach intravesicular pode ser liberada espontaneamente ou em resposta ao

estimulo da terminagao nervosa motora. Durante a transmissao neuromuscular, a liberacao
evocada de Ach da origem a despolarizagdo local e transitoria da regido da placa motora
terminal, denominada potencial de placa terminal (PPT).

Na década de 1950, Katz et al. demonstraram, utilizando técnica de registro
intracelular, a ocorréncia de pequenas despolarizagdes (cerca de 0,5mV) da regido da placa
motora em estado de repouso. Tais despolarizagdes ocorriam de forma espontanea e
aleatoria e apresentavam uma forma semelhante ao PPT, sendo, por isso, denominadas de
potenciais de placa terminal em miniatura (PsPTm). A observacao de que a amplitude dos
PPT variava de forma descontinua e que a menor amplitude do PPT coincidia com a
amplitude média dos PsPTm levou Katz e sua equipe a hipotese quantica da liberacao de
mediador, ou seja, a Ach ¢ liberada pela terminacao nervosa em quantidades constantes, ou
em quanta, sendo assim, um quantum corresponderia a0 PPTm. Além disso, foi sugerido
que cada quantum de Ach seria delimitado por uma vesicula sinéptica e o impulso nervoso
teria como fungdo sincronizar a liberagdo do contetido de um determinado nmimero de

vesiculas de Ach®.

1.2.2 Transmissdo Neuromuscular
A transmissdo neuromuscular se inicia quando um potencial de acdo,

conduzido ao longo do axdnio motor, despolariza a terminacdo nervosa sinaptica
promovendo a abertura de canais de cdlcio dependentes de voltagem e o influxo deste
ion para o seu interior. A concentracdo aumentada de Ca’" no interior da terminagio
nervosa faz com que as vesiculas sinapticas se fundam com a membrana plasmatica,
esvaziando seu conteudo na fenda sindptica, por exocitose. A acetilcolina, entdo,
difunde-se através da fenda sinaptica para ligar-se aos receptores colinérgicos
nicotinicos, localizados na superficie externa da membrana plasmatica da célula
muscular, na regido da placa motora. A ligacdo da Ach ao receptor nicotinico

. . A . +
aumenta, transitoriamente, a condutancia da membrana da placa motora ao Na e ao
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K'. Correntes ionicas (Na" e K") produzem despolarizagio transitéria da regido da
placa motora, o potencial de placa terminal (PPT)®. Uma vez que a placa motora é
despolarizada, as areas adjacentes da fibra muscular sdo despolarizadas pela dispersao
das correntes locais e, ao atingirem o limiar, geram potenciais de agdo. Embora a
placa motora, por si propria, ndo possa gerar potenciais de acdo, ela se despolariza o
suficiente para iniciar o processo nas regides extra-juncionais vizinhas, que sdo
eletroexcitaveis. Assim, potenciais de acdo auto-propagaveis sao conduzidos ao longo
da fibra muscular, liberando célcio do reticulo sarcoplasmatico, para dar inicio ao

~ 1
processo de contragio muscular'’.

2. Métodos de Estudo da Transmissdao Neuromuscular

2.1 Técnica Miogréfica

A técnica miografica baseia-se no registro de contragdes musculares e pode ser
realizada em modelos experimentias in vivo ou in vitro. Experimentos in Vivo
permitem o estudo da farmacocinética e a avaliagdo dos efeitos sistémicos dos
agentes, porém o uso desses modelos atualmente ¢ limitado por questdes éticas. No
Laboratorio onde foi desenvolvido o Estagio, sdo realizados mais comumente estudos
in vitro e o modelo experimental frequentemente utilizado é a preparagdo do nervo

frénico-musculo diafragma de camundongos.

2.1.1 Técnica Miografica in vitro
O registro miografico in vitro requer o isolamento e a montagem vertical das

preparagdes biologicas em cubas para orgdos isolados contendo solucdo nutriente
adequada, constantemente borbulhada com carbogénio (95% O, + 5% CO,). Os
musculos sdo conectados, através de seus tenddes ou bordos, a um suporte de vidro
em forma de “L” e a um transdutor* de tensdo isométrica. Este Gltimo ¢é acoplado a

um sistema computacional através de um pré- amplificador.

* Transdutor ¢ qualquer dispositivo capaz de transformar um tipo de sinal em outro para permitir o

controle de processos fisicos, ou realizar uma medigao, etc.
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Normalmente, os transdutores sdo utilizados como sensores que indicam o movimento ou forga,
exercido por outro elemento que estard em contato com o objeto a ser mensurado. Os transdutores resistivos
(que funcionam pela variagdo de resisténcia de um elemento) sdo muito utilizados para medir a translagao ou
o movimento de um corpo. O Strain Gauge, conhecido por extensometro, ¢ um elemento que altera sua
resisténcia devido a sua propria dilatagdo ou contragdo. Este fendmeno € conseqiiéncia direta da equagdo que
define a resisténcia de um fio condutor (elemento que liga o transdutor ao objeto mensurado):

L
R=2

Pl
onde, L ¢ o comprimento do fio, p ¢ a resistividade do material e A ¢ a 4rea da secdo transversal. Logo,
podemos notar que se um fio condutor sofre tragdo longitudinal, sua resisténcia se altera para mais, a medida
que o comprimento aumenta, e a area da segdo transversal diminui. Este aumento serd significativo, pois a
variagdo de L a A tendem a amplificar a diferenca entre a resisténcia do fio “em repouso” e quando
“esticado”. A contragdo ou compressao do fio, ao contrario, faz com que a resisténcia diminua. Os resistores
podem ser conectados em ponte de Wheatstone (figura 3) para melhorar a sensibilidade e aumentar o sinal

de saida®.

Figura 3: Ponte de Wheatstone'®.

A medida através deste tipo de transdutor emprega grandeza deslocamento (ou deformagio)
para modulagdo do pardmetro elétrico, possibilitando a escolha da grandeza for¢ca muscular. E
importante lembrar que sistemas que utilizam sensores de deslocamento ou deformacgédo (strain), além
da medicdo de forga, sdo utilizados, mesmo que de forma indireta, para medi¢do de pressdo, tensdo
mecanica, deformac¢do do modulo de Young em tecidos bioldgicos.

A grandeza forca pode ser medida de varias formas. Uma maneira ¢ a medi¢ao da deformacao
produzida em um elemento eléstico pela forca desconhecida. Uma variedade de dispositivos baseados
nesse método ¢ utilizada, principalmente para estudo da atividade muscular.

As propriedades dos musculos sdo, em geral, estudadas sob uma das seguintes condigdes:
condi¢do isométrica, na qual durante a contracdo o musculo ¢ mantido com o comprimento constante;
condi¢do isotonica, na qual o musculo em contracdo estd sujeito a uma carga constante; condi¢ao
auxotdnica, na qual durante a contragdo muscular nem a forca nem o comprimento se mantém

constantes.
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A técnica miografica in vitro permite o estudo do processo de transmissdo
neuromuscular, através do registro de contragdes musculares indiretas (evocadas pelo
estimulo do nervo motor), bem como do processo contratil, através do registro de
contracOes musculares diretas (evocadas pela estimulacdo elétrica do musculo). As
figuras 4 e 5 ilustram o sistema miografico utilizado para o registro de contragdes

indiretas e diretas, respectivamente.

Registro das contracdes indiretas - Para evocar as contragdes musculares
indiretas, a extremidade livre do nervo ¢ aspirada por um eletrodo de platina do tipo
"succ¢ao". Um outro eletrodo de platina, mergulhado na solugdo, serve como eletrodo de
referéncia. Estes eletrodos sdo conectados a um estimulador elétrico, que por sua vez
aplica uma voltagem ao nervo, desencadeando, assim, a transmissdao neuromuscular
seguida da contragdo da musculatura. A figura 4 ilustra o sistema de registro miografico

utilizado para contracdes indiretas.

eletrodo de
succao

carbogénio

pré-amplificador

sistema
computacional

suporte de vidro com
eletrodo de referéncia

Figura 4: Sistema de registro miografico para contragdes indiretas.

13



Registro das contracdes diretas - Apenas o musculo ¢ preservado durante a
dissecacdo e posicionado entre os polos de um eletrodo bipolar de platina. O estimulo
elétrico ¢ aplicado por meio deste eletrodo bipolar. A voltagem fornecida pelo estimulador
elétrico induz uma corrente elétrica no meio e¢ a contragdo do musculo ocorre devido ao
campo elétrico gerado. Para evitar alguma contribui¢do da contragdo indireta, ¢ adicionado
bloqueador neuromuscular do tipo competitivo a solugdo nutriente. A figura 5 ilustra o

sistema de registro miografico utilizado para contragdes diretas.

eletrodo bipolar transdutor
de platina

carbogeénio

/

pré-amplificador

sistema
computacional

Figura 5: Sistema de registro miografico para contragoes diretas.

Em ambos os tipos de experimentos, isto ¢ indiretos e diretos, a tensdo de base das
preparagdes ¢ estabelecida individualmente, de modo a fornecer a tensdo maxima, em
resposta a aplicacdo de pulsos elétricos retangulares com intensidade e duragdo supra-
maximas. Os estimulos utilizados para evocar as contragdes musculares diretas, no geral,
sdo de maior voltagem e duracdo do que aqueles utilizados para gerar as contragdes

indiretas, pois o nervo amplifica o sinal recebido.
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As contragdes musculares podem ser classificadas em isoladas e tetanicas. As
contragdes musculares isoladas sdo geradas por estimulos de baixa freqiiéncia aplicados
tanto ao nervo motor quanto ao proprio musculo. Neste caso, cada estimulo produz um
potencial de agdo discreto na membrana da fibra muscular e, conseqiientemente, uma
contragdo distinta. Quando uma série de estimulos de maior freqiiéncia ¢ aplicada em um
musculo, ou em seu nervo, cada estimulo ainda ¢ capaz de produzir potenciais de acao
distintos na membrana muscular, mas as respostas mecanicas, que sao mais lentas se

fundem e se somam gerando uma contragdo sustentada denominada contragao tetanica.
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Figura 6: Registro miografico de contragdes musculares em fungdo da freqiiéncia de estimulagio.
A) Contragdes musculares isoladas sucessivas. B) Somagdo temporal de contragdes musculares

isoladas. C) Contragio tetanica incompleta. D) Contragio tetanica completa®

2.2 Técnica Eletrofisiologica in vitro

As técnicas eletrofisiologicas sdo aquelas utilizadas para o registro da atividade
elétrica das células e dos varios tecidos organicos, como por exemplo, o nervoso € o
muscular®. A medi¢do das diferencas de potenciais elétricos nessas células ou tecidos,
porém, enfrenta duas dificuldades: as correntes elétricas sdo muito pequenas, ¢ como sdo
correntes idnicas em meio aquoso ¢ as células, geralmente muito pequenas, 0 emprego de
eletrodos metalicos € ineficiente, pois tém elevadissima impedancia elétrica*, a ponto de
ndo se conseguir “ler” nada. A solu¢do para contornar esses dois obstaculos consiste em

utilizar amplificadores de corrente elétrica e microeletrodos de vidro, respectivamente!”
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*Impedancia ¢ o termo técnico para resisténcia elétrica no caso de correntes alternadas, isto ¢é,
correntes que variam de intensidade e/ou sentido de fluxo de cargas, que é exatamente a realidade quando
medimos potenciais em células nervosas. Difere da resisténcia elétrica convencional porque depende de
forma complicada da frequéncia da corrente e da préopria natureza do circuito. No entanto, também obedece
a lei de Ohm (V ¢ diretamente proporcional a I, ¢ V=RI), caso o condutor seja 6hmico, isto ¢, quando a
resisténcia a passagem da corrente elétrica nao depende da propria corrente. Indica a oposicao total que um

circuito oferece ao fluxo de corrente alternada, ou qualquer outra corrente variavel numa dada

frequéncia(7).

Os microeletrodos sdo capilares de vidro que, estirados sob o calor, formam pontas
muito finas (0,5 pm ou menos). Estes sdo preenchidos com uma solugdo de eletrdlitos, no
geral KCI (3M) e contém um eletrodo metalico (geralmente de prata e revestido com
AgCl) imerso nesta solugdo. Por intermédio dos microeletrodos pode-se puncionar a
membrana celular sem lesa-la grosseiramente e, conectados a aparelhagem adequada,
permitem medir com precisdo as grandezas elétricas do interior da célula em relagdo ao
exterior, onde posicionamos o chamado eletrodo de referéncia®.

O orificio na ponta do microeletrodo, permite uma certa “continuidade” do meio
aquoso intracelular com o do interior do eletrodo, mas ndo necessariamente favorece que
os ions fluam através dele. Esta continuidade favorece uma separagao de cargas dentro
do microeletrodo no momento em que este entra em contato com o meio eletrolitico que ira
medir. Uma vez que geralmente o interior da célula ¢ negativo com relagdo ao exterior, os
jons K" dentro do eletrodo, positivos, serdo “atraidos” para a ponta do mesmo, e os ions C1°
, hegativos, serdo “repelidos” para a outra extremidade, proximo a onde esta o fio de prata:
este, entdo, “perceberd” o entorno de cargas negativas (os ions Cl) que fazem uma
“imitagdo” precisa do interior negativo da célula. O fio metalico, que é o verdadeiro
eletrodo, afinal, faz a medicao sem estar efetivamente dentro da célula, situagdo em que a
impedancia (resisténcia) dificultaria um registro adequado'”.

Para a realizagdo dos registros eletrofisologicos a preparacdo neuromuscular ¢
isolada e transferida para uma cuba contendo solucdo nutriente borbulhada com
carbogénio (95% O, + 5% CO;) e mantida a temperatura ambiente. A cuba ¢
constituida de placa de Petri contendo no centro uma lente planoconvexa de acrilico,

r

fixada ao fundo da placa por meio de parafina. A preparagdo em estudo ¢ estirada
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sobre a lente e mantida na posi¢do através de alfinetes que trespassam os tenddes,
fixando-os a parafina. A cuba contendo a preparagdo ¢ fixada a platina de uma lupa
estereoscopica. Com o uso da transiluminacdo, pode-se realizar a dissecagdo fina da
preparagdo para remoc¢do do tecido conectivo. Subsequentemente, a preparacdo ¢
submetida a registros eletrofisiologicos. Uma representacdo esquematica da

aparelhagem utilizada com esta finalidade aparece na Figura 7.

GAIQLA DE FARADAY

_____________________ ]
SgeILoscirio
ESTIMUL ADOR|
150LADORA
jog eaTimuL I ELETRICO 1’ 1 @

[

| UNIDADE
|

I

I

|

|

|

I

I

PRE=- AMPLIFICADOR
[ poarte du provs |
~pe~ SISTEMA
I S COMPUACIONAL
| DE ESTIMULG J,—_!/, YOLTINETRG
| [
| [| MicROELETROTO
I
: ELETRODO
DE

et LA LiFica Tae”
|
|
|

Figura 7: Representagdo esquematica de uma aparelhagem utilizada em registros

eletrofisiologicos.

Para os registros eletrofisiologicos sdo utilizados microeletrodos de vidro (com
as caracteristicas ja descritas), o quais sdo conectados a um pré-amplificador®. O
manuseio do microeletrodo ¢ realizado com o auxilio de um micromanipulador e sob
observacao de lupa esterecoscopica. A diferenga de potencial através da membrana ¢
medida entre um microeletrodo que permanece inserido intracelularmente e um outro
eletrodo extracelular de referéncia, que deve permanecer mergulhado na solugdo
nutriente que banha a preparacdo. O eletrodo extracelular também ¢ constituido por
um fio de prata previamente recoberto por AgCl. Tal eletrodo deve ficar conectado ao

“terra” do pré-amplificador.
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Para gerar os potenciais de placa terminal (PsPT), a extremidade livre do
nervo motor ¢ colocada em contato com um eletrodo bipolar de platina. O nervo entdo
¢ estimulado eletricamente com pulsos de intensidade e voltagem supra-maximos.

Os sinais celulares capturados pelo pré-amplificador sdo registrados
simultaneamente em dois diferentes canais de um osciloscOpio*: um de acoplamento
resistivo (“DC”), utilizado para registrar o potencial de repouso da membrana; e outro

de acoplamento capacitivo (“AC”), utilizado para o registro dos PsPT®.

*QOsciloscépio tem a finalidade de produzir num anteparo uma imagem que seja uma representa¢io
grafica de um fenomeno dinamico, como por exemplo: pulso de tensdo, uma tensdo que varie de valor com
relagdo ao tempo, a descarga de um capacitor, etc. Os fenomenos que se deseja visualizar na tela podem ter
duracdo que vai de alguns minutos até a alguns milésimos de segundo.

O osciloscopio é composto dos seguintes elementos: fonte de alimentagdo, tubo de raios catddicos
(TRC), base de tempo, amplificador horizontal, amplificador vertical. A parte principal de um osciloscopio é
o TRC. Este tubo necessita, entretanto, usar uma série de circuitos auxiliares capazes de controlar o feixe
desde sua geragdo até o ponto de sua incidéncia sobre a tela. O TRC ¢ um bulbo de vidro dentro do qual
existe vacuo relativo, onde foram dispostos: um canhdo eletronico, quatro placas defletoras, uma camada de
material fosforescente e um anodo coletor. A fungdo do canhdo eletrénico ¢ emitir um feixe estreito de
elétrons, com uma certa velocidade, em diregdo a tela. A parte frontal do TRC ¢é revestida internamente por
uma camada de material fosforescente que, ao ser atingida pelo feixe de elétrons, emite luz naquele ponto. A
intensidade desta luz ¢ proporcional a intensidade do feixe de elétrons. Normalmente o feixe emitido pelo
canhdo atinge a tela no centro, mas ¢ possivel fazermos o feixe incidir em outro ponto da tela. Esta ¢ a fun¢do
das placas defletoras: desviar a trajetoria do feixe. Dependendo das tensdes aplicadas nas placas defletoras
verticais e horizontais podemos deslocar o ponto luminoso para qualquer posi¢ao na tela. Depois que os
elétrons colidem com a camada fosforescente, eles sdo atraidos e coletados pelo anodo coletor, ja que este ¢
polarizado positivamente em relagdo ao catodo.

Na maioria dos casos o osciloscopio ¢ utilizado para a andlise de uma forma de onda, ou seja, a
variagdo de uma tensdo em func¢do do tempo. Para que isto aconteca € necessario que o ponto luminoso se
desloque na tela com uma velocidade constante no sentido horizontal que é o eixo do tempo. Como os sinais
que se deseja medir, nem sempre tem uma amplitude adequada para as placas defletoras, ha necessidade de

amplificadores: horizontal e vertical, e também um atenuador para adequar o sinal ao amplificador®.

Para o registro dos PsPT, a placa motora deve ser localizada, por tentativa e
erro, impalando-se o microeletrodo na fibra muscular esquelética ao redor da

terminagdo nervosa. Considera-se que o microeletrodo estd corretamente posicionado
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na placa motora quando se registra PsPT com tempo de crescimento de 1 milisegundo
e com a maior amplitude observada naquela regido®™.

E importante ressaltar que a maior parte do sistema de registro eletrosiologico
¢ mantida no interior de uma Gaiola de Faraday*, com o objetivo de reduzir a
interferéncia elétrica do ambiente (ruido de fundo) e permitir um registro acurado dos
sinais bioelétricos.

*Gaiola de Faraday ¢ uma blindagem elétrica, ou seja uma superficie que envolve uma dada
regido do espaco e que pode, em certas situacdes, impedir a entrada de perturbagdes produzidas por

campos elétricos e/ou eletromagnéticos externos.
3. Projeto de Iniciacéo Cientifica

Paralelamente ao aprendizado das técnicas, foi desenvolvido um projeto de
iniciagdo cientifica que descreve agdo do extrato etanolico da planta Tabernaemontana
catharinensis (Tc) sobre o bloqueio neuromuscular induzido por toxinas ofidicas na

preparacao do nervo frénico e musculo diafragma isolado de camundongos.

3.1 Introducéo

No Brasil, o nimero de acidentes ofidicos vem aumentando ano a ano com registro
de 28.597 casos em 2005, e letalidade em torno de 0,4% 19 Destacam-se as serpentes do
género Bothrops, que representam 85% das notificagdes"' .

Os venenos ofidicos sdao misturas complexas constituidas principalmente por
proteinas, 70 a 90% do peso seco do veneno, em sua maioria toxinas ou enzimas com
atividade toxica. A fragdo nao-protéica ¢ representada por carboidratos, lipideos, aminas
biogénicas e componentes inorganicos''?. Grande parte da toxicidade desses venenos é
determinada pela agdo de proteinas multifuncionais denominadas toxinas fosfolipases A,
(PLA»s). Estas podem ser divididas em dois grupos principais: as PLAys Asp49 que
apresentam um residuo de acido aspartico na posicdo 49 e elevada atividade catalitica; e as
PLA;s Lys49 que apresentam substituicao do residuo de acido aspartico na posigao 49 pela

. ~ . . . . 13. 14
lisina € sdo enzimaticamente 1nat1vas( 3 ).
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A brotropstoxina-I (BthTX-I), principal miotoxina isolada do veneno da Bothrops
jararacussu'”, ¢ uma PLA, Lys49 homoéloga, enzimaticamente inativa. Esta toxina induz
intensa mionecrose, caracterizada por lesdes musculares e por aumento da liberacao de
creatina quinase (CK). Embora a BthTX-I ndo apresente efeitos neurotoxicos
caracteristicos in vivo, promove despolariza¢do das fibras musculares, inibicdo do
potencial de acdo e paralisia das contragcdes musculares, evocadas direta ou indiretamente,
em preparagdes neuromusculares in vitro"'® ' ' 19O mecanismo da agdo bloqueadora
neuromuscular da BthTX-I, bem como a sua relagdo com a atividade miotdxica sao pouco
conhecidos.

O tratamento mais eficaz para os acidentes ofidicos € a soroterapia passiva. No
entanto, esta ¢ limitada pelo alto custo, por efeitos adversos, pela dificuldade do acesso a
soroterapia por algumas comunidades, e pela constatacdo de que os efeitos locais de alguns
tipos de envenenamento ndo sio totalmente neutralizado pelo anti-veneno®”. Assim, a
busca por métodos alternativos ou complementares a soroterapia ¢ fundamental.

Extratos vegetais apresentam uma grande diversidade de compostos quimicos com
varias atividades farmacologicas de interesse médico-cientifico. Um grande nimero de
extratos vegetais ja foi testado e mostraram atividade anti-ofidica @' %% %+!¥),

A Tc, popularmente conhecida como “leiteiro de vaca”, ¢ uma espécie arborea que
ocorre na Argentina, Paraguai, Bolivia e sudeste do Brasil. VERONESE et al
demonstraram que o extrato aquoso desta planta reduz a atividade miotoxica da BthTX-I
isolada do veneno da Bothrops jararacussu®?. No entanto, ndo ha registro de estudos que

avaliem o efeito do extrato etandlico de Tc sobre a atividade neuromuscular da BthTX-I.

3.2 Objetivos

Caracterizar a interacao do extrato etanolico de Tc com a BthTX-I, através de
abordagem miografica in vitro, no sentido de avaliar a potencialidade antiofidica desta
planta, bem como, de contribuir para um melhor conhecimento do mecanismo de agdo da

BthTX-I na jungdao neuromuscular.
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3.3 Material e Métodos

Na realizagdo dos experimentos, foram utilizados camundongos Swiss (20-
25g), machos, adultos, fornecidos pelo Biotério Central da Unesp, campus de
Botucatu. Os animais foram mantidos em gaiolas abastecidas com agua e ragdao ad
libitum, em ambiente com temperatura controlada (24 + 2°C) e ciclo claro-escuro
(12/12 h).

Os animais foram agrupados da seguinte forma: Grupo Controle (C); Grupo
Tabernaemontana catharinensis (Tc), Grupo toxina PLA, Lys49 (BthTX-I); Grupo toxina
PLA; Lys49 + Tc (BthTX-1 -Tc). A pré-incubagdo da BthTX-I com o extrato etanodlico de
Tc, em solugdo salina, foi realizada a 30 °C, por 30 minutos.

O extrato etanolico de Tc foi fornecido pelo Prof. Dr. Paulo Sérgio Pereira da
Unidade de Biotecnologia, Universidade de Ribeirdo Preto, UNAERP, Ribeirdo Preto-SP,
Brasil.

Para a realizacdo dos experimentos os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical. As preparagdes do nervo frénico-musculo diafragma de
camundongos foram removidas e montadas verticalmente em cuba para 6rgado isolado
contendo 15 ml de solugdo nutriente (composi¢do mM/l, em agua destilada: NaCl -
135; KCI - 5; MgCl, - 2; NaHCOs -15; Na,HPO4 - 1; CaCl, - 2; glicose — 11),
constantemente borbulhada com carbogénio. As preparacdes foram mantidas a 35 +
1°C. A regido costal do musculo diafragma foi conectada a um suporte de vidro em

forma de “L” e o tenddo foi conectado a um transdutor de tensdo isométrica.

A preparacao foi submetida a um periodo de estabilizagdo de 45 minutos, durante o
qual foi estimulada na freqiiéncia de 0.2 Hz e o liquido nutriente presente na cuba foi
trocado a cada 15 minutos. Apos a estabilizag¢do, foram realizados 15 minutos de registro
de contragdes controle (auséncia das toxinas). A seguir, a BthTX-I ou o produto de pré-
incubacdo desta toxina com extrato etandlico de Tc foi adicionado ao banho. Também
foram realizados experimentos controles para avaliar o desgaste natural da preparacdo. Foi
avaliado o decréscimo percentual da amplitude das contragdes musculares indiretas em 90

minutos.
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Os resultados foram agrupados em média e erro padrao da média. As diferencas entre
os valores médios foram testadas através da analise estatistica utilizando-se a Analise de
Variancia (ANOVA, para a comparacao de mais de duas amostras), complementada com o
teste de comparagdes multiplas de Tukey-Kramer. O nivel de significancia estabelecido foi

de 5%.

3.4 Resultados Preliminares e Discussao

Como ilustrado na Figura 8 (A e B), a BthTX-I (I uM) promoveu decréscimo
tempo-dependente da amplitude das contragcdes musculares evocadas indiretamente. Este
efeito se estabeleceu de forma significativa a partir de 15 minutos do contato da toxina
com a preparac¢do. O tempo para a reducdo de 50% da amplitude das contragdes indiretas
foi de 41,16 £ 9,32 (n=6). Apds 90 minutos de contato com a BthTX-I, a amplitude das
contragdes indiretas correspondeu a 17,39% do valor do valor controle.

O extrato etanodlico de Tc (1:10, peso/peso) neutralizou parcialmente o bloqueio
neuromuscular induzido pela BthTX-I. Este efeito foi significativo a partir de 15 minutos
de contato do produto de pré-incubagdo com a preparacao. Apos 90 minutos de contato, o
extrato de Tc neutralizou em 35,13% o efeito da BthTX-I. No entanto, isoladamente, o
extrato de Tc promoveu bloqueio significativo das contragdes indiretas a partir de 15
minutos (Figura 8B). Na relagdio de 1:5 o extrato vegetal ndo neutralizou
significativamente o efeito da toxina (Figura 8A).

Os resultados parciais do presente estudo indicam que a BthTX-I induz efeito
bloqueador neuromuscular na preparagdo frénico-diafragma de camundongos,
caracterizado pelo decréscimo das contragdes musculares indiretas. Tais achados sdo
semelhantes aos previamente descritos para a BthTX-1"% '),

A literatura apresenta evidéncias de que o extrato de Tc reduz a atividade miotoxica
do veneno bruto da Bothrops jararacussu e de sua miotoxina isolada, BthTX-I, tanto in
vivo quanto in vitro®®. No presente estudo, demonstrou-se que o extrato etandlico desta
planta neutraliza parcialmente o bloqueio neuromuscular in vitro induzido pela BthTX-I.

Todavia, na concentragdo em que promove tal efeito, o extrato vegetal, isoladamente,
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Ampltude das contragdes musculares (%)

manifestou toxicidade sobre o processo de transmissdo neuromuscular, que foi
caracterizado pelo bloqueio parcial das contragdes indiretas.

Em vista do exposto, os resultados obtidos até¢ o0 momento indicam que a toxicidade
da Tc limita seu uso como agente terapéutico, porém esta pode ser um importante
mstrumento de estudo do mecanismo de agdo de PLAjs ofidicas. Sendo assim, as
informagdes obtidas nesta investigacdo foram utilizadas como ponto de partida para a
pesquisa de substancias isoladas da Tc que apresentem potencial atividade antiofidica e
baixa toxicidade. Com este objetivo, encontra-se em andamento no laboratério o estudo da
interagdo da BthTX-I com o alcaldide 12-metoxi-4-metilvoachalotina (MMYV), isolado da
Tec.
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Figura 8 (A e B): Influéncia da Tc sobre a atividade da BthTX-I nas contragdes musculares
evocadas indiretamente em preparacgfes frénico-diafragma de camundongos. A ordenada
representa a % da amplitude das contragdes musculares em relagdo a amplitude inicial. A abscissa
indica o tempo (min) apds a adicdo da toxina ou da mistura da toxina mais extrato de Tc pré-
incubadas. Os pontos sdo a média = S.E.M. de 1-9 experimentos. * e # indica, respectivamente, o
ponto em que a diferenca da BthTX-I e Tc em relagdo ao controle se tornam significativos. + indica
o ponto em que diferencas entre a BthTX-1 + Tc em relacdo a BthTX-I se tornam significantes. (P

<0,05).
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