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RESUMO

Estudo sobre a patogénese damionecrose induzidapel o veneno bruto da
vespasocia Polybia paulistafoi realizado utilizando-seamicroscopiadeluz.
Concentragdes padronizadas do veneno bruto (20ug/g de camundongo) foram
injetadasintraperitoneal mente em camundongos e aposinterval os detempo pré-
determinado, estesforam sacrificados paraaretiradado diafragma. A andlise
histopatol dgi caevidenciou apresencade mionecrosedo tipo miolitica, caracteristi-
cadevenenos que possuem atividade fosfolipésica, sendo estadivididaemtrés
estagios(inicia, intermedi&rio efinal) segundo as ateragbes morfol bgicas obse-
rvadas. O estagioinicial (1 a3 horas) caracterizou-se pelapresencade lesbes
delta, miofibrilas densamente agrupadas e pequenos vacuol os. O estégio in-
termediario (6 a 24 horas) apresentou aumento no nimero de vacuolos que
progrediram paraaress destituidas de organel ase aparénciaamorfahiaina, aém
deedema. O estagio final (48 a72 horas) exibiu grande quantidade de células
fagociticasno local dalesdo eagumas cé ulas contendo grénulosde heparinae
histamina, que quando liberadosinduzem aaergia. O padréo das ateractes
morfol &g cas observadas nasfibras muscul ares durante o processo mionecrético
sugere que o efeito miotdxico édevido a atividade dafosfolipase, umadas
princi paisenzimas presentes no veneno bruto davespaem estudo (Paes-Oliveira,
2000).
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ABSTRACT

Thisstudy about the myonecrosi s pathogenesi sinduced by crude venom of
the social wasp Polybia paulista was done with light microscopy examination.
Standardised concentrations of the crude venom (20 ug/g of mouse) were
intraperitoneally injectedinto mice, and after interval sof predetermined timethese
anima swere sacrificed for thewithdrawal of the digphragm. The hystopathologic
andysi sevidenced the presence of myonecros's, of themyalitictype, characteristic
of venomsthat present aphospholipasic activity, and which can bedivided into
threestages(initia, intermediateand final) according to the observed morphologic
dterations. Theinitia stageof theexperiment (from 1to 3 hours) wascharacterized
by the presence of deltalesions, densely clumped myofibrilsand small clear
vacuoles. Theintermediate stage of the experiment (from 6 to 24 hours) presented
increaseinthenumber of vacuoles, that had progressed to areasdestitute of organels
and with a hyaline amorphous appearance and edema. Thefinal stage of the
experiment (from 48to 72 hours) showed agreat amount of phagocytic cellsin
thelesion and some cells presented granul es of heparin and histaminethat when
liberated caninducealergy. The pattern of the morphologic aterations observed
inmusclefibersduring the myonecrotic process suggest that the myotoxic effect is
dueto the activity of phospholipase, one of the main enzymesfound in crude
venom of thewasp under study (Paes-Oliveira, 2000).

Key words: wasp venom, myonecrosis, phospholipaseA,, skeletal muscle

I ntroducdo

O veneno de vespa contém grande quantidade
de compostos, incluindo proteinas (componentes de
elevadamassamolecular) com e sem atividade enzi-
matica e peptideos (componentes de baixa massa
molecular).

Os principais componentes enziméticos do ve-
neno sdo: a hialuronidase que € consideradafator de
difusdo eafosfolipaseA., que provocareagdesimu-
nol égicasintensas, inclusive ainducdo de hipersensi-
bilidade em al gumas pessoas (DotimaseHider, 1987).
Dentre as proteinas ndo enziméti cas pode-se destacar
ahornetina, isoladado veneno da \eespa flavitar sus,
gue apresenta atividade neurotoxicaem preparacdes
muscul ares do Biventer cervicisde pintainho e nervo-
frénico diafragmade camundongo (Ho e Ko, 1986) e
amandaratoxina, isoladada Vlespa mandarinia, que
atuanajuncdo neuromuscul ar das pernasde lagosta
(Abeetal., 1982).

Com relacéo aos componentes de baixamassa

molecular, 0 veneno de vespa apresenta as cininas,
substénciasenvolvidas naproducéo dedor agindo es-
pecificamente em fibrasmuscul areslisas; osmastopa:
ranos, ricosem aminoaci dos hidrofdbicos, queatuam
naliberacdo de histaminaem mastécitosdo peritbneo
derato, causando a aergia, e os peptideos quimio-
tacti cos, compostos tridecapeptideos de amida, que
induzem a quimiotaxia em alguns tipos de células
(Habermann, 1972). Yasuharaet al., 1984, relataram
gue os peptideos quimiotacti cos purificadosdo veneno
da \espa tropi cainduzem quimiotaxiaem macréfagos
eleucdcitospolimorfonucleares.

Asaminas biologi camente ativas também sdo
encontradas no veneno de vespas. As mais comuns
sdo ahistamina, quedilatae aumentaapermeabilidade
dosvasos sanguineosfacilitando a penetracdo deto-
xinas nostecidos (Banks e Shipolini, 1986) easero-
tonina, que também é consi deradaum agente difusor
do veneno (DotimaseHider, 1987).

Sabendo-se que o veneno de P. paulista apre-
sentaatividade miotdxi caevidenciadapelamionecrose
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em preparacoes muscul ares do diafragmade camun-
dongo (Paes-Oliveira, 2000), decidiu-seestudar, atra-
vés da microscopiade luz, adindmica do processo
mionecrético e comparéa-|o com amionecrose de ou-
trasetiologias.

M ateriais e métodos

O veneno de P. paulista foi obtido através de
disseccéo manud dasglandul asde veneno, solubilizacéo
em solucdo salinae centrifugacéo a10.000RPM por
20 minutosa4°C.

Camundongosdalinhagem Swiss(Musmusculus
variedade albinus) fornecidos pelo Centro de Bio-
terismodaUNICAMPemantidosem gaiolascom agua
e racdo ad libitum, foram injetados intraperitone-
almente com o veneno bruto de P. paulista (20ug/g
de camundongo) e nos respectivostempos (15 e 30
minutos, 1, 3, 6, 12, 24, 48 e 72 horas) apdsainjegao,
osmesmosforam sacrificados através de seccdo e san-
griadosvasoscervicais, imediatamente gposserem a
nestesiadoscom hidrato declora (3ug/g). A quan-tidede
de proteina presente no veneno bruto foi medidade
acordo com o método deLowry (Hartree, 1972), uti-
lizando-se a buminade soro bovino como padréo. A
retirada do diafragmade camundongo paraaandlise
morfologicafoi redizadautilizando-se atécnicadescri-
tapor Bulbring (1946), pararatos.

Preparactes do diafragma obtidas nos respec-
tivostemposforam fixadasem Bouin por 24 horase
transferidas paratampéo fosfato de sbdio 0,1M pH
7,4, desidratadas em solucdes de etanol (70, 90, 95 e
100%: 1 horacada), seguidadainfiltragdo do material
em historesinaleycaatéasuapolimerizacso. Secgbes

49)

com 3um de espessura foram coradas comAzul de
Toluidina 0,5%. PreparacGes muscul ares controles
obtidas apbsainjecdo com solugdo fisiol 6gica (20ug/
g) foram submeti das a0 mesmo procedi mento.

Resultados

O processo mionecratico do tipo mioliticoin-
duzido pelo veneno de P. paulista pode ser dividido
emestagiosinicial, intermediario etardio, deacordo
com as caracteristicas morfol 6gicas observadas.

Oegtégioinicia (1 a3 horas) caracteriza-sepda
presencadelesbesdelta, miofibrilasdensamente agru-
padas e algumas cél ul as muscul ares apresentam pe-
guenosvacuol os. Essas caracteristicas morfol 6gicas
contrastam com aaparéncianormal dasfibras mus-
cularescontrole, que exibem formapoligonal, nlicleos
periféricose perimisiointegros(Figuras 1A, 1B e 1C)
(n=4).

No estagiointermediario (6 a24 horas) observar
seinicia mente o aumento naquantidade devactol os,
que progridem para &reas destituidas de organel as.
Posteriormente, amaioriadas célulasmusculares a-
presentam aparénciaamorfahialinae massas miofi-
brilares degradadas. Ocorre aindao aumento no di&
metro dasfibrasmusculares, sugerindo ocorrénciade
edema. ApGs 24 horas, nota-se aumento significativo
no nimero decdulascom gparénciaamorfahidinaea
presencade célulasfagociticas (macréfagos) no en-
domisio (Figuras2A, 2B e 2C) (n=4).

O estagiotardio (48 a 72 horas) mostraaocor-
rénciade grande quantidade de célulasfagociticasno
endomisio ea gumasfibrasmuscul arescom aparéncia
amorfahialina(Figuras3A, 3B e3C) (n=4).
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Figura 1 - Fotomicrografiaem secgdo transversal do diafragmade camundongo controle edafaseinicial damionecrose apdsainjecéo de
20ug do veneno de P. paulista.
(1A) Salina. Formapoligonal caracteristica das fibras musculares normais; nticleos periféricos e perimisio integros. 210x
(1B) 1 hora. Presenca de células musculares com lesfes do tipo delta (d) e miofibrilas densamente agrupadas (md). 210x
(1C) 3 horas. Aumento de fibras musculares contendo vactiol os (v) e miofibrilas densamente agrupadas (md). 210x
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Figura2- Fotomicrografiadafaseintermediariadamionecrose no diafragmade camundongo ap6s ainjecéo de 20ug do
veneno de P. paulista.
(2A) 6 horas. Elevadaincidénciade fibras muscul ares vacuol adas (v). 210x
(2B e 2C) 12 e 24horas. Presenca de células musculares contendo vacuolos (v), miofibrilas densamente agrupadas
(md) e aparéncia amorfa hialina (ca). Nota-se ainda células fagociticas no endomisio. Atente para o aumento no
didmetro dasfibras muscul ares sugerindo aocorrénciade edema(e). 210x
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Figura3- Fotomicrografiadafase tardia da mionecrose no diafragma de camundongo ap6s ainjecéo de 20ug do veneno de P.
paulista.
(3A e3B) 48 e 72 horas. Aumento significativo no nimero de célul as fagociticas no endomisio (mc) e apermanéncia
daaparénciaamorfahialinaem algumasfibras muscul ares. Presenca de mastécito (m), célulaconjuntivaque atuaem
processosinflamatdrios, resultando naalergia. 210x
(3C) Detalhe 72 horas. Observacdo de mastécito (m) e macrografo (mc). 930x
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Discussao e conclusao

A mionecrosedotipo miolitica, causadapelove-
neno de Polybia paulista, caracteriza-se pelo apa-
recimento delesbes deltaque progridem pararegifes
dehipercontracéo e condensacao das miofibrilas, ater-
nando-se com espacos vazi 0s no sarcoplasmadecor-
rentedo eventud relaxamento dosmiofilamentosagru-
pados, sem aocorrénciade hemorragia, o que carac-
terizariaamionecrose do tipo coagul ativo descrita por
HomaeTu, 1971.

Segundo Duncan, 1978, aocorrénciaderegides
de hipercontracéo e condensacao das miofibrilas é
decorrente do répido eincontrolado influxo decélcio
€ 0Segpagosvazi os entre asregi6es de hipercontracdo
econdensacdo demiofibrilaspode ser explicado através
doenventud relaxamento dasmiafibrilas, possvelmen-
tedevido aativacéo de proteases ca cio-dependentes.

A inducdo damionecrosedo tipo miolitica, em
preparacoes do diafragmade camundongo, pelo ve-
neno bruto de P. paulista jafoi observada“in vitro”
por Paes-Oliveira, 2000.

A andlise“invivo” do processo mionecrotico
induzido pel o veneno davespaem estudo evidenciou
gueamionecrosepodeser divididaem estégios(inicid,
intermedi&rio etardio) deacordo com ascaracteristicas
histopatol 6gi cas, observadas em diferentestemposa
pos ainjecdo. A mionecrose do tipo mioliticajafoi
observadaem al gumas miotoxinas com atividadefos-
folipasica, purificadas do veneno de serpentes, tais
como, anotexina(Harriset al., 1975) e acrotoxina
(Gopalakrishnakoneet al., 1984). O mesmotipo de
mionecrosetambém jafoi observado apdsainjecdo
do veneno bruto da serpente Micrurus nigrocinctus
(Gutierrez et al., 1986) e das aranhas tarantulas
Dugesiella hentzi e Aphonopelma spp (Ownby e
Odell, 1983). Estudo realizado por Harrise Maltin,
(1982), evidenciou que existem pel o menosdoistipos
detoxinasno veneno de serpentes que causam amio-
necrose: asfosfolipaseseas cardiotoxinas. Esteestudo
permite sugerir que aindugdo da mionecrose pelo
veneno bruto de P. paulista pode ser de responsa-
bilidade da fosfolipase A, um dos principais com-
ponentes do veneno desta espécie de vespa (Paes-
Oliveira, 2000).

Estudos posteriorescom afracéo fosfolipésica

53

do veneno deP. paulista sero de grandeimportancia
paracomprovar aefetivaparticipacdo dessaenzima
naatividade miotdxica
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