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resumo

O veneno total de Botrhops alternatus (10 mg) foi fracionado por meio de
coluna pu-Bondapack C18 e HPLC de fase reversa resultando em um pico ativo
denominado BT II 2. Em SDS-PAGE, a toxina originou uma banda unica, isolada de
14 KDa.

A fracao BT II 2 (0,1, 0,5, 1,0, 5,0, 10,0 e 20,0 pg/mL n=7) induziu um
bloqueio irreversivel da resposta contratil, em preparacdes musculo biventer cervicis de
pintainho, sendo esse dose-dependente.

As respostas contraturantes a adi¢cdo exdgena de acetilcolina e cloreto de
potdssio ndo foram significativamente diferentes do controle.Os tempos necessérios
para se obter bloqueio neuromuscular de 50 e 90% foram de 66 _*10 para
0,1pg/mL,44_*3 para 0,5ug/mL ,para 1 pg/mL foi de 38 _*4, 54_*5 para 5ug/mL o
tempo foi de 24_"1, 34_"1, para 10ug/mL foi de 22_"2, 35_"2 e para 20ug/mL foi de
24 _*5,33_"6 respectivamente. Fig. 9.

Alteracdes morfoldgicas foram observadas nas fibras musculares. Entretanto, a
concentracdo da fracdo BTII2, 1 ug/mL, foi mais potente para induzir a hipercontragdo
e desorganizacdo fibrilar que o veneno bruto (100 pg/ml). Isto se deve provavelmente
ao fato de que a fracdo esta totalmente desprovida de algumas impurezas ( elementos)
que pudessem eventualmente inibir este efeito no veneno total.

Estes resultados sugerem que a fracdo BT II 2 do veneno de B. altenatus tem

um importante fator neurotéxico e uma ac¢ao predominantemente pré-sindptica.
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abstract

7. ABSTRACT

Crude venom from Bothrops alternatus (10 mg) was fractionated by reverse-phase
HPLC by a C-18 p-bondapack column resulting in an active peak called BT II 2. In SDS-
PAGE, the toxin migrates as a single band with a 14 kDa. In the chick biventer cervicis
preparation, BT II 2 (0.1, 0.5, 1.0, 5.0, 10.0 and 20.0 pg/mL, n=7) induced a concentration-
dependent and irreversible twitch-tension blockade without causing any effect on the
muscle responses to ACh and KCIl. The time (in min) required for producing 50%
neuromuscular blockade was 65 = 0.9; 41 £ 0.4; 35 £ 0.6; 24 £ 0.3; 22 + 0.4 and 20 = 0.8
respectively after a 120 min incubation.

Morphological alterations was seen in muscle fibers. However, BT I 2 ( 1 pg/ml)
was more potent in inducing hyprecontraction and myofibril desorganization than was the
crude venom (100 pg/ml) in the same experimental conditions.

Taking together, these results suggest that BT II 2 is a neurotoxic factor of the

venom of B. alternatus with a preponderant presynaptic action.
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introducdo

1. Introducao

1.1- Caracteristicas gerais dos venenos ofidicos

Figura 1 - Individuo adulto de Butia, RS. Fotografado em cativeiro. Copyright by Ivan

Sazima.

O estudo das peconhas teve como precursor em nosso pafs JOAO BATISTA DE
LACERDA que, no século XIX, realizou no Museu Nacional pesquisas pioneiras de
reconhecida importincia sobre a farmacologia do veneno de serpentes brasileiras.
Entretanto, deve-se a BRAZIL o grande desenvolvimento que alcancaram no Brasil as
investigagdes sobre as peconhas em geral, envolvendo o estudo de animais peconhentos, a

profilaxia e tratamento dos acidentes causados por serpentes, escorpides e aranhas (VITAL-
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BRAZIL, 1982).

Segundo BARRAVIEIRA (1993), animal peconhento € aquele que produz toxina(s)
que, de alguma forma, prejudica (m) a saide da vitima. Para VITAL BRAZIL ( in :
BARRAVIEIRA, 1993), sdo considerados peconhentos os animais capazes de injetar
veneno através de presas inoculadoras, com o objetivo de capturar alimento ou de auto
defesa. A funcdo da peconha estd intimamente relacionada com a sobrevivéncia e evolucio
da espécie (VITAL- BRAZIL, 1982).

O veneno secretado pelas serpentes, € representado por uma mistura de substincias de
natureza quimica simples e, principalmente, complexas, pois 90 a 95% de seu peso seco é
constituido de proteinas além de componentes organicos ndo protéicos, representados por
aminodcidos livres e pequenos peptideos, carboidratos, lipidios, aminas biogénicas, e
fundamentalmente enzimas, tais como: fosfolipases, fosfodiesterases, exonuclease
fosfomonoesterases, além de reduzida quantidade de elementos inorgancos, representados
pelo zinco, célcio, magnésio, potdssio, sodio, sulfatos, cloretos e fosfatos (VITAL-
BRAZIL, 1982; BARRAVIEIRA, 1993).

Foram descritas no Brasil, aproximadamente duzentos e cinqiienta espécies de
serpentes distribuidas em nove familias, das quais somente duas englobam os quatro
géneros peconhentos:

(a) familia Elapidae, da qual ocorre no pais somente o género Micrurus, cujas serpentes
sdo conhecidas como corais;

(b) familia Viperidae, subfamilia Crotalinae, que inclui os géneros peconhentos: (1)
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Bothrops envolvendo, as jararacas, (2) Crotalus, representadas pelas cascavéis, e (3)

Lachesis, as surucucus ( Ministério da Saude, 2001).

1.2 Venenos botrépicos

As serpentes do género Bothrops vivem, geralmente , em locais imidos, podendo
ser encontradas também em zonas rurais e na periferia de grandes cidades, possuem
habitos noturnos e certa agressividade, elas sd3o conhecidas vulgarmente
por denominag¢des populares, tais como: jararaca, jararacussu, urutu, cotiara, jararaca-
do-rabo-branco, boca de sapo e outros (VITAL-BRAZIL, 1982), como caigara, cotiara,
cruzeira.

Em recente levantamento realizado pelo Ministério da Saude (2001), dentre os casos
em que o género da serpente foi informado, as serpentes do género Bothrops foram
responsaveis por 90,5% dos casos dos acidentes ofidicos.

Os efeitos fundamentais que caracterizam os envenenamentos botrépicos, sdo: as
alteracdes induzidas no sistema de coagulacdo sangiiinea, o efeito proteolitico ou
necrosante e os efeitos sobre os vasos.

Efeito coagulante: As proteinas e os peptideos biologicamente ativos dos venenos

botrépicos interagem com os componentes do sistema hemostiatico humano, afetando a
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coagulacdo sangiiinea, as células endoteliais e as plaquetas (MARKLAND, 1998). A
formacdo de trombos € quase instantanea na proximidade da drea de inoculac¢do, chegando
até a bloquear a difusdo do veneno por via sangiiinea embora exista a difusao linfatica e a
formacdo de microtrombos de fibrina, especialmente em capilares pulmonares. O consumo
de fibrinogénio pode produzir coagulacdo intravascular disseminada com o aparecimento
de hemorragias difusas.

Efeito proteolitico ou necrosante: Decorre da acdo citotoxica direta nos tecidos,

por fracdes proteoliticas do veneno. Este efeito estd relacionado com a quantidade de
veneno inoculado, podendo haver liponecrose, mionecrose e lise das paredes vasculares. Os
efeitos proteoliticos, proporcionam a formagdo e/ou liberacdo de aminas e peptideos
vasoativos, tais como bradicinina, histamina e serotonina, que causam lesdo nos vasos
capilares, fendbmeno que se traduz através do aparecimento, hematiria, epistaxis e
hemorragias viscerais.

Acdo vascular: Esta acdo, quando sistémica, é causada por fatores hemorrdgicos

denominados hemorraginas. Estas, agem sobre vasos capilares, destruindo inicialmente a
membrana basal e conseqiientemente, causando sua posterior ruptura. A acdo das
hemorraginas, explica os casos de hemorragias sistémicas, as vezes fatais, principalmente
as que ocorrem no cérebro, afetando o funcionamento do sistema nervoso central, ou em
outros locais, com o aparecimento de purpura, sangramento extrateciduais (gengivorragia),
insuficiéncia renal (glomerulonefrite aguda), septicemia ( oriunda da regido da picada) e

choque podem levar ao 6bito (RIBEIRO & JORGE, 1990).
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Além dos assinalados, mais recentemente foram descritos principalmente pelo nosso
grupo efeitos neurotéxicos induzidos pelos venenos botropicos, cujos estudos iniciaram-se
na década de oitenta do século recém findo, envolvendo algumas espécies do gé€nero
Bothrops. Dentre estas, destaca-se a B. jararacussu (RODRIGUES-SIMIONI et al., 1983;
QUEIROZ et al., 1985), cujos estudos pioneiros em termos de neurotoxicidade, revelaram
valiosas informacgdes a respeito do bloqueio neuromuscular, em preparagdo nervo-musculo
de ra, através de estudos miograficos e eletrofisiologicos. Posteriormente, foi processada a
purificacdo do veneno bruto, obtendo-se a fracdo responsdvel pelos efeitos induzidos na
juncdo neuromuscular esquelética. Esta fracdo, denominada Bothropstoxina (BthTX), foi
purificada usando-se dois processos cromatogrificos, com a obten¢do, na primeira etapa,
da fracao III e, no segundo processo, a fracao Sy-SPyv sendo esta dltima caracterizada e
seqlienciada por CINTRA et al, (1993) como uma fosfolipase A, Lys490(HOMSI-
BRANDEBURGQO et al.,1988).

ApO6s estes trabalhos pioneiros, seguiram-se trabalhos andlogos envolvendo outras
espécies, tais como, a B. atrox, B. insularis, B. moojeni e B. jararacussu (ROSENFELD,

1971, FURTADO et al., 1991; De ROODT et al., 1998).

1.3 Botrops alternatus

Esta serpente é encontrada no centro, norte e nordeste da Argentina, sul do Paraguai e

nas regides sul, sudeste e parte do centro oeste do Brasil (CAMPBELL et al, 1989), sendo o
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seu habitat proprio o das regides umidas de florestas tropicais, subtropicais e temperadas.
Seu tamanho médio é em torno de 1 metro de comprimento, podendo chegar perto de dois
metros.

Pela elevada quantidade de veneno secretado por esta serpente, pode-se explicar, em
parte pelo menos, a gravidade do envenenamento causado pelo mesmo. O rendimento
maximo de peconha, estd acima de 200 mg (peso seco) por espécime em relagcdo a B. atrox,
B. insularis, B. moojeni, e B. jararacussu (ROSENFELD 1971; FURTADQO, et al., 1991;
De ROODT et al., 1998).

Por outro lado, embora a B. alternatus seja uma espécie agressiva e perigosa, seu
veneno foi pouco estudado quando comparado as peconhas de outras espécies botropicas,
principalmente em relacdo a B. jararaca, amplamente estudada pela importancia clinica
que tem em termos de incidéncia de acidentes ofidicos.

De fato, os efeitos locais, observados no envenenamento de B. alternatus, segundo
os casos clinicos, assim como os trabalhos experimentais reportados (BAUAB et al., 1994)
referem-se, fundamentalmente, ao aparecimento de edema ( MARUNAK et al., 1999),
hemorragia (MARUNAK et al., 1999; De ROODT et al., 2000) e necrose (QUEIROZ et
al, 1984; MARUNAK et al., 1999).
A resposta inflamatéria, poderia estar sendo mediada pela presenca de
metaloproteinases (GUTIERREZ et al, 2000), como conseqiiéncia da liberagdo do dcido
araquidonico convertido em outros mediadores do processo inflamatdrio, tais como

leucotrienos via lipoxigenase ou pela liberacio de mediadores enddgenos, como a
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histamina e citocinas, tal como a TNF o (MOURA-DA-SILVA et al, 1995;
PETRICEVICH et al., 2000).

A peconha de B. alternatus também causa distirbios na cascata de coagulagdo
sangiiinea em humanos (BAUAB et al., 1994) e em animais como o cdo.

Segundo dados clinicos, cerca de 97% dos acidentes causados por Bothrops
alternatus apresentam alteracdes nos tempos de coagulacdo (BAUAB et al., 1994).

A peconha apresenta uma atividade pré-agregante, precedida por uma baixa
atividade anti-agregante (FRANCISCHETTI et al., 1998), a qual € mediada por um
inibidor de trombina. O estado de incoagulabilidade pode agravar o quadro de hemorragia
interna causado pela presenca de proteases na peconha. No entanto, pouco tem sido
assinalado sobre a presenca de algumas metalopreoteases no veneno de B. alternatus,
permanecendo ainda obscuro o desencadeamento da hemorragia sistémica quando
comparada com a causada pelas hemorraginas, como a jararagina de B. jararaca
(KAMIGUTI et al., 1996); essa hemorragia interna pode resultar em hipovolemia e choque
circulatorio, o qual, em conjunto com a Insuficiéncia Renal Aguda ( IRA), provocada pela

peconha, pode evoulir para o éxito letal (ROSENFELD, 1971; FAN et al , 1998).

1.4 Fosfolipade A, (PLA;)

Os venenos ofidicos sdo constituidos por diversas substincias cuja fungdo ¢ imobilizar,

matar e digerir a presa. Alguns desses constituintes apresenta atividade PLA,; isto € a
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capacidade de hidrolizar glicerofosfolipidios. (KINI, 1997).

As PLA; extracelulares possuem baixo peso molecular (13000- 15000), ocorrem
abundantemente na natureza e requerem Ca*” para manifestar sua atividade enzimatica. O
suco pancredtico dos mamiferos e os venenos de serpentes estdo entre as fontes mais ricas
em PLA; extracelulares, que por sua vez podem produzir varios efeitos farmacoldgicos, tais
como: neurotoxidade pré e/ou pds sindptica, miotoxidade local e sist€mica, cardiotoxidade,
efeito anticoagulante, efeito inibidor ou iniciador de agregacdo plaquetdria, atividade
hemolitica, hemorragia interna, atividade anti-hemorrdgica, atividade convulsivante,
atividade hipotensora, atividade edematogénica, lesdo de 6rgaos e tecidos.

VITAL-BRAZIL ( 1982), afirma que peconha neurotéxica € aquela que produz
efeitos aparentemente decorrentes de acdes sobre o sistema nervoso. Aparentemente
porque alguns efeitos ( paralisia , perturbagdes visuais ) podem decorrer da acdo da
peconha nos receptores colinérgicos nas placas terminais .

De acordo com seu modo de agdo, as neurotoxinas podem ser divididas em dois
grupos: (a) as que agem em nivel pds-sindptico por prevenir a ligacdo da acetilcolina com
seu receptor, hd tempos conhecidas por a-neurotoxinas (CHANGEUX et al., 1970); (b) as
que atuam a nivel pré-sindptico, interferindo na liberagdo do neurotransmissor, como
vimos anteriormente, denominadas B-neurotoxinas. Dentre estas ultimas, dois subtipos de
neurotoxinas foram reconhecidas: (1) as facilitadoras da neurotransmissdo, que sao
destituidas de atividade enzimdtica e que bloqueiam o canal de K* voltagem-dependente as

dendrotoxinas (HARVEY et al., 1984) ou inibem a acetilcolinesterase as fasciculinas,
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(KARLSSON et al., 1984), e (2) as B-neurotoxinas propriamente ditas, que se caracterizam
por sua atividade enzimadtica tipo PLA,.

As o-neurotoxinas ligam-se especificamente aos receptores nicotinicos da placa
motora, impedindo, portanto que a acetilcolina medeie a neurotransmissao do impulso
nervoso ao nivel da juncdo neuromuscular. Todas elas s@o estruturalmente homoélogas, pois
ttm em comum um numero invaridvel de aminodcidos em sua seqiiéncia que sao
importantes para a conservagdo e conformac¢do molecular. A presenca e a localizacdo
constante de pontes dissulfeto contribuem consideravelmente para a estabilidade da
molécula; a poténcia letal da toxina € reduzida quando ocorre a ruptura dessas pontes
(MEBS, 1989). Comumente encontradas em proteinas extracelulares, as pontes dissulfeto
sdo ligacdes covalentes formadas entre dois residuos de cisteina, através de uma reacdo de
oxidacdo, que estabilizam os dobramentos de uma cadeia polipeptidica.

Do veneno da serpente Bungarus multinctus (CHANG & LEE, 1963), foram
isoladas neurotoxinas com atividade especifica em sitio pré-sindptico, tais como a [3-
bungarotoxina, e em sitio pds-sindptico, a a-bungarotoxina. A denominacdo f3-
bungarotoxina deu origem ao nome que identifica a classe de neurotoxinas pré-sindpticas,
isto € as P-neurotoxinas (KRIZAJ et al, 2000; ANDERLUH et al., 1997), que sdo
caracterizadas por sua atividade PLA,. A estrutura quaterndria destas ultimas €
heterogé€nea, pois algumas consistem em um unico polipeptidio (B-neurotoxinas

monoméricas), enquanto outras consistem em varias subunidades, nas quais, pelo menos

uma delas € responsavel pela atividade PLA; da toxina (B-neurotoxinas multiméricas).
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Posteriormente, vérias isotoxinas foram purificadas a partir do mesmo veneno (ABE
et al., 1977, KONDO et al., 1982a; 1982b) e de outras espécies do género Bungarus. As -
bungarotoxinas sdo formadas pela associacdo covalente de dois diferentes polipeptidios
através de uma ponte dissulfeto. O polipeptidio A é homdlogo a classe I de PLA, (KONDO
et al., 1982b), enquanto que o polipeptidio B é homdlogo aos inibidores de proteases, tais
como os de pancreas de mamiferos (KONDO et al., 1982a).

Algumas [B-neurotoxinas, tais como a notexina e a crotoxina, exibem também
considerdvel miotoxicidade, apesar de seu efeito neurotoxico pré-sindptico ser
predominante em termos de poténcia letal.

Miotoxinas sd@o componentes de venenos que atuam especificamente sobre o
musculo esquelético, preservando outras estruturas, como o0s tecidos conjuntivo € 0 nervoso
(MEBS & OWNBY, 1990).

Embora todas as miotoxinas dos venenos de serpentes do género Bothrops possuam
estrutura quimica de PLA,, algumas delas ndo apresentam atividade catalitica devido a
substituicdes de aminodcidos no local de ligacdo do Ca®*, especialmente a da Asp-49 pela
Lys-49 (GUTIERREZ et al, 1995).

O termo miotoxicidade local pode ser aplicado a toxinas que produzem degeneracao
do musculo no local da injecdo ou apds a incuba¢do com preparagdes neuromusculares
isoladas (GOPALAKRISHNAKONE, 1997).

Virias PLA; miotéxicas foram isoladas de venenos botrépicos, revelando-se todas

basicas. Entretanto, os venenos botrépicos podem também conter PLA, 4dcidas (VIDAL et
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al., 1971; ALAGON et al., 1980; NISENBOM et al., 1986a, 1986b; NISENBOM et al.,
1988;; VALIENTE et al, 1992; MACHADO et al., 1993; DANIELE et al., 1995).

Até agora ndo se tém conhecimento de estudos a respeito de fator(es)
neurotoxico(s) na peconha de B. alternatus, provavelmente por nao levar em consideragao
os sintomas caracteristicos de cada um dos envenenamento causados por serpentes
botrdpicas, crotdlicas ou elapidicas.

Nossos estudos iniciais, ao revelarem a presenca de fator neurotdxico, altamente
potente e capaz de causar a diminuicdo progressiva da resposta contrdtil, a estimulos
elétricos de baixa freqiiéncia, de preparacdes isoladas de musculo esquelético, induziu-nos
ao presente estudo que envolveu o isolamento, purificacao e caracterizacio bioquimica
e farmacolégica desse fator, o qual, analogamente ao sugerido com a maioria dos demais
venenos botrépicos estudados, aventou-se a possibilidade de tratar-se de uma PLA; com

efeito neurotdxico.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

» Estudar os efeitos farmacoldgicos do veneno da Bothrops alternatus bem como

avaliar o papel de uma de suas fracdes, a BT II 2, que apresenta atividade PLA,.

2.2. Objetivos especificos

1.Isolar e purificar uma neurotoxina do veneno total de Bothrops alternatus através de
cromatografia em HPLC.

2.Caracterizar bioquimicamente o veneno total, e a fracdo de BT II 2, através de
eletroforese e determinacdo da atividade PLA,.

3. Estudar os efeitos da fracdo BT II 2, sobre preparacdes neuromusculares
esqueléticas isoladas, através do registro miografico, em musculo biventer cervicis de
pintainho.

4. Estudar os efeitos da fracdo BT II 2, sobre preparacdes neuromusculares esqueléticas
isoladas, através do registro miogrifico, em musculo nervo frénico diafragma de
camundongo.

5. Estudar as alteragdes histoldgicas provocadas pela fragdo PLA, nas suas diversas

concentragdes bem como as induzidas pelo veneno total.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Veneno
O lote de veneno de Bothrops alternatus utilizado neste trabalho foi resultante de
um ‘pool’ de venenos de serpentes da mesma espécie, procedentes de Sdo Paulo-SP, e foi

gentilmente fornecido pelo Instituto Butantan.

3.2. Animais

Foram utilizados pintainhos da linhagem HY LINE W36, com peso entre 40 e 50 g (4
a 8 dias), fornecidos pela Granja Ito S/A, e camundongos machos da linhagem SWISS, com
peso entre 18 e 30 g, fornecidos pelo Biotério Central da UNICAMP. Os animais foram
mantidos em gaiolas abastecidas com dgua e racdo ad [ibitum, em ambiente com

temperatura constante e iluminagdo controlada (12 horas com luz e 12 sem luz).

3.3. Ensaios bioquimicos

3.3.1. HPLC de exclusao molecular
O veneno total foi adicionado em uma coluna (Protein Pack 300SW — 0,78 cm x 30
cm) sob um fluxo constante de 0,3 ml/min. As amostras foram eluidas usando como tampao
bicarbonato de amonio, pH 7,9, 0,25 M, e o perfil de eluicdo foi monitorado a 280 nm. As
fragdes foram liofilizadas e armazenadas a -20°C.
As fragdes parcialmente purificadas por HPLC de exclusdo molecular foram

dissolvidas em 0,1 ml de acido trifluoroacético (TFA 0,1%, v/v). A solugdo resultante foi
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clarificada por centrifugacdo a 10.000 rpm por 1 min e o sobrenadante aplicado a uma
coluna C-18 p-Bondapak (0,78 x 30 cm) (Waters 991-PDA system). A coluna foi
equilibrada em solug¢do de TFA 0,1% em &dgua obtida por sistema Milli Q. A coluna foi
eluida com um gradiente linear de acetonitrila 66% (0-100%, v/v) a um fluxo de 2,0
ml/min. O perfil de eluicio foi monitorado a 280 nm e as fragdes coletadas foram
liofilizadas e estocadas a -20°C.

3.3.2. Determinacio de atividade PLA,

A atividade PLA, foi medida através do método descrito por = HOLZER &
MACKESSY (1996) e modificado por PONCE-SOTO et al., 2002. A mistura padrao
continha 200 pul de tampao (Tris-HCI 10 mM, CaCl, 10 mM, NaCl 100 mM, pH 8,0), 20 ul
de substrato, 20 pul de 4gua deionizada e 20 pl de amostra, em um volume final de 260 pl.
Ap6s a adicdo da amostra (20 pg), a 37°C, a atividade enzimdtica foi calculada pelo
aumento da absorbancia apos 20 min a 425 nm e expressa em nmol/min/mg.

3.3.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida-tricina

O gel de poliacrilamida foi preparado de acordo com a metodologia descrita por
SCHAGGER & VON JAGOW (1987), a partir de uma solucdo estoque de acrilamida-
bisacrilamida e tampdo para gel (Gel Buffer). O gel de corrida compde-se de 4,0 g de
glicerol 89%, em 10 ml de tampao para gel (Tris-HCl 3M, SDS 0,3%, pH 8,43), PSA
0,025% (100 mg/ml), 6,1 ml de solucdo estoque de acrilamida-bisacrilamida e Temed
0,05%, em volume final de 30 ml para cada gel. O gel de separagcdo (‘“spacer gel”) foi
preparado com tampao gel 10 ml, solucdo estoque de acrilamida 10 ml para um volume
final de 30 ml com dgua Milli Q. Os géis foram adicionados simultaneamente entre duas

placas de vidro (sistema duplo de placas SE 250 Might Small — Hoefer Scientific
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Instruments, San Francisco, USA). O gel superior foi confeccionado usando 1,0 ml de
solucdo estoque de acrilamida em 3,1 ml de gel buffer, 100 ul de PSA (100 mg/ml) e 0,1%
de Temed, em um volume final de 12,5 ml.

As amostras foram dissolvidas em tampdo de amostra comercial (“sample buffer,
Laemmli” — Sigma). Para as amostras reduzidas, foi empregado DTT no mesmo tampao.
Em seguida, as amostras foram aplicadas no volume médximo de 15 ul. A corrida
eletroforética foi desenvolvida em temperatura ambiente, tampao catodo Tris-HCI1 0,1 M,
SDS 0,1%, pH 8,25, e tampao para anodo Tris-HCI 0,2 M, pH 8,9, com duracdo
aproximada de 7 horas sob uma corrente de 25 mA. Apds a corrida, o gel foi retirado das
placas e colocado em uma solucdo contendo Coomassie blue R-250 0,25% em metanol,
acido acético e dgua (40:10:50, v/v), para coloracdo das bandas de proteinas. A
descoloracdo do gel, para remog¢do do excesso de corante e visualizacdo das bandas de
proteinas, foi efetuada por lavagem na mistura de metanol, dcido acético e dgua (40:10:50,
v/v).

3.4. Ensaios biolégicos
3.4.1. Preparacio biventer cervicis de pintainho

A preparacdo foi isolada e montada de acordo com o método preconizado por
GINSBORG & WARRINER (1960). Os pintainhos foram anestesiados com éter etilico e,
ap6s o isolamento, o miusculo foi suspenso em uma cuba de 5 ml, contendo solugdo

nutritiva de Krebs com a seguinte composicao em mM: NaCl 118,6; KC1 4,69; CaCl, 1,88;
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KH,PO4 1,17; MgSO4 1,17; NaHCO3 25,0 e CsH1,06 11,65. A solucao foi arejada de modo
constante com carbogénio (mistura 95% O, e 5% CO,) e mantida a 37°C. A preparagao foi
submetida a uma tensao constante de 1.0 g/cm e estimulada por meio de eletrodos bipolares
(estimulacdo de campo).

Foram aplicados pulsos supramaximais de 0,1 Hz de freqiiéncia e 0,2 ms de duragdo
(estimulador Grass S48). As contragdes musculares resultantes de estimulos elétricos
maximais e as contraturas em resposta a adicdo de KCl (20mM) e acetilcolina (10 e 20
pg/ml) foram registradas em fisidgrafo Gould RS 3400, por meio de transdutores
isométricos Load Cell BG-10 GM. Os registros das contraturas para o potdssio e para a
acetilcolina foram obtidos na auséncia de estimulacgdo elétrica, no inicio (antes da adi¢do de
veneno ou fracdo) e no final do experimento (apés 120 min de incuba¢do com o veneno nas
concentracoes de 50 e 100ug/ml ou fragdo nas concentragdes de 0,1;0,5;1,0;5,0;10 e

20ug/ml ou apds o bloqueio neuromuscular total da preparacao).

Nervo — Miusculo Biventer Cervicis de pintainho
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3.4.2. Preparacio nervo frénico-diafragma de camundongo

A preparacdo foi montada de acordo com a técnica descrita por BULBRING (1946). Os
animais foram sacrificados por meio de secc¢do e sangria dos vasos do pescoco, depois de
serem anestesiados com cloral hidratado. Apéds a retirada do diafragma, juntamente com o
nervo frénico correspondente, o mesmo foi fixado em cuba contendo 5 ml da solugdo
nutritiva Tyrode, com a seguinte composi¢do em mM: NaCl 137; KCl 2,7; CaCl, 1,8;
MgCl, 0,49; NaH,PO, 0,42; NaHCOs; 11,9; C¢Hi2O06 11,1. A solucdo foi aerada
constantemente com carbogénio e mantida a 37°C. O musculo foi submetido a uma tensao
constante de 2 g/cm. A preparagdo foi exposta a estimulacdo (estimulador Grass S48)
indireta, com pulsos supramaximais de 0,2 ms de duracdo e 0,1 Hz de freqiiéncia, ou direta,
com pulsos de 50 V, 2 ms de duracdo e 0,1 Hz de freqiiéncia. As contracdes musculares

foram registradas em fisidgrafo Gould RS 3400, por meio de transdutor isométrico Load

Cell BG-10 GM.

3.4.3- Técnica histolégica (microscopia optica)

Para se avaliar a miotoxidade de uma substancia tem-se utilizado exame histolégico
do tecido muscular.

As preparagdes Biventer Cervicis de pintainho foram incubadas com solucdo
nutritiva krebs (controle) seguido de adi¢dao de BTII-, ( 0,1;0,5;1,0;5,0;10 e 20ug/ml) ou do
veneno total ( 50 e 100ug/ml),foram fixadas com solu¢ao de Bouin, ap6s o término do
experimento ( 120min) e processada para posterior andlise hiostolégica.apds fixacdo, os

musculos foram desidratados e incluidos em historesina Leika ( NuBloch/ Heidelberg,
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Alemanha); em seguida foram confeccionados os blocos.Estes foram cortados em
micrétomo Leika RM 2035 e as seccoes ( 2um de espessura) foram montadas em laminas e
coradas com uma mistura de azul de toluidina 0,5% ( Vetec, Sdo Paulo) e Bérax 5% (
Quimesp, Sdo Paulo).O dano morfoldgico foi considerado pela andlise das células lesadas
que apresentavem consideracdes como: regides da fibra muscular lesada na sua extensao,
mionecrose caracterizadas por vacuolos, aglutinacdo condensada de miofibrilas, fibras sem
estriacOes e intumescidas e perda de material nuclear; as células normais apresentavam-se
integras, sem nenhum comprometimento no mecanismo contritil, pelo parametro
miogréfico, fibras com estriagdes, perfil poligonal das células e nucleo periférico.Este
procedimento foi usado em todos experimentos-controle e preparagdes tratadas com as

respectivas concentragdes do veneno total e da fragdo estudadas.

3.5. Analise estatistica

Os resultados foram representados pela média de experimentos *+ erro padrdo. A

significancia foi obtida através do teste ndo-pareado t-Student, estabelecendo-se o nivel de

significancia em p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Purificacdo da fracdo neurotéxica Bt II a partir do veneno total de Bothrops

alternatus, em coluna de exclusao molecular Superdex G-75 (Waters) em LC.

Trinta e cinco mg do veneno foram aplicados a uma coluna de exclusdo molecular
Superdex G-75 acoplado a um sistema LC (“Waters”), monitorado a 280 nm, a um fluxo
constante de 0,3 mL/min. Nesta condi¢Oes, foram registrados trés fragdes denominadas de

Bt I, Bt Il e Bt III. A fragdo com atividade neurotdxica, corresponde ao pico Bt II (Figura

2).
2 Berr
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Figura 2 - Cromatografia de exclusdo molecular em LC, utilizando uma
coluna Superdex G-75 (100 X 0.60cm) (Waters) do veneno total de
Bothrops alternatus. A corrida foi realizada com tampdo bicarbonato de
amdénio (0,2M pH 7.9), fluxo constante 0,3 mL/min. Monitorado a uma
absorbancia de 280 nm. As fra¢des eluidas foram Bt I, Bt IT e Bt II1.
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4.2 Purificacdo da fracido neurotoxica Bt II-2 a partir do veneno total de Bothrops
alternatus, em coluna p-Boundapack C18 (0.78 X 30 cm) (Waters) em HPLC de fase
reversa.

A figura 3 mostra o perfil cromatografico da fracdo Bt II, em uma coluna p-Bondapck
C18 (0.78 X 30cm) preparativa (Waters) acoplada a um sistema de HPLC de fase reversa,
A fracdo Bt II, previamente obtida em exclusdo molecular, mostra a presenga de quatro
fracdes Bt II-1, Bt II-2, Bt II-3 e Bt II-4, sendo a fracdo Bt II-2 a responsavel do efeito
neurotoxico, A fracdo mostra um alto grau de pureza e homogeneidade molecular (figura
inserida no perfil cromatogréfico).

Posteriormente, a amostra foi submetida a mais uma etapa de re-purificacdo em HPLC
de fase reversa para confirmar seu grau de pureza (Figura 4). O tempo de retencdo foi de
16,36 + 0,31 minutos. O perfil cromatografico da amostras Bt 1I-2 mostrou a presenca de
um unico pico de eluicdo. As andlises em HPLC de fase reversa mostraram também que a

fragao BT II-2 apresenta um grau de homogeneidade molecular ao redor de 95% de pureza.
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Figura 3 - Perfil cromatografico da fracdo Bt II em HPLC de fase reversa usando uma coluna p-
Bondapck C18 (Waters). A eluicdo das amostra ¢ realizada usando-se um gradiente linear continuo de
concentragdo do tampao B (Acetonitrila 60%, TFA 0.025%). O fluxo € mantido constante a 2mL/min. O
monitoramento da corrida cromatografica é realizado a 280 nm de absorbancia. As fracdes obtidas foram

Bt II-

1, BtII-2, Bt II-3 e Bt II-4.
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Figura 4 - Perfil cromatografico de re-purificacio da fracio Bt II-2 em HPLC de fase reversa
usando uma coluna p-Bondapck C18 ( Waters).A eleuicdo da amostra € realizada usando-se um
gradiente linear continuo de concentragdo do tampdo B (Acetonitrila 60%, TFA 0.025%). O fluxo

¢ mantido constante a 2mL/min. O monitoramento da corrida cromatografica é realizado a 280 nm
de absorbancia.
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4.3 Analises de aminoacidos das fracoes neurotoxicas Bt I1-2 de Bothrops alternatus.

Em relacdo a andlises de composi¢do de aminoacidos da fracdo neurotdxica PLA, Bt II-
2 de Bothrops alternatus (Tabela 1).

A andlise de composicao global de aminodcidos, mostra que se trata de proteinas
homodlogas entre as PLA, basicas isoladas de veneno de serpentes. A presenca de 14

cisteinas, sugere a presenca provdvel de 7 pontes disulfeto.
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Aminodcido Bt I1-2
Asx 10
Glx 6
Ser 5
Gly 9
His 7
Arg 6
Thr 7
Ala 5
Pro 5
Tyr 9
Val 5
Met 1
Cys 14
Ile 3
Leu 9
Phe 2
Lys 19
Trp *ND
122
Total

Tabela 1 Composicdo de
aminoacidos da neurotoxina
PLA, Bt 1I-2 de Bothrops
alternatus * Ndo determinado
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4.4 Sequéncia da regiao N-terminal da PLA2 Bt I1-2 de Bothrops alternatus e estudo de
homologia sequencial.

A proteina Bt II-2, apds seqiienciada até o residuo 29 da regido N-terminal, revela uma
alta homologia seqiiencial quando comparada com outras PLA, procedentes de veneno de
serpentes. Como a Myotoxin II 96%, BthTX I 96%, PrTX II 96%, PrTX I 96%, MjTX I
93%, PLA2 Bnp 89%, Pgo K49 83%, Myotoxin III 86% e PLA; Dac 82%. conforme o

ilustrado na Figura 5.

1 5 10 15 20 25 %
Bt 112 SLFELGKMILQETGK- -NPAKSYGAFYGC

Myotoxin Il | SLFELGKMILQETGK - -NPAKSYGA-YGC|9s
BthTX | SLFELGKHMILQETGK- -NPAKSYGA-YGC|os

PrTX Il SLFELGKMILQETGK- -NPAKSYGA-YGC|96
PrTX SLFELGKMILQETGK- -NPAKSYGA-YGC |96
MTX Il SLFELGKMILQETGK- -NPAKSYGV|-YGC|93
PLAs Bnp FELGKMILQETGK- -NPAKSYGA -YGC|s9

PgoK4g |SNVYELGKMILQETGK- -NAATISYG-FYGC|a3
Myotoxin Il | SLIWVELGKMILQETGK - -NPVTSYGA -YGC| a6
PLA» Dac |SLFELGKMIWQETGK - - NPVKINYG-[LIYGC|a2

Figura 5 - Estudo comparativo de homologia seqiiencial da regiao N-terminal da PLA,
Bt II-2 com outras PLA, provenientes de veneno de serpentes. Myotoxin Il de Bothrops
asper K49 (Lomonte e Gutierrez, 1989), BthTX I de Bothrops jararacussu K49 (Homsi-
Brandeburgo, et al., 1988; Cintra, et al., 1993), Pr'TX Il de Bothrops pirajai (Lee, et al.,
2001), PrTX I de Bothrops pirajai (Toyama, et al., 1998), MjTX II Myotoxin II de
Bothrops moojeni (Soares, et al., 1998), PLA2 Bnp de Bothrops neuwiedi paulensis , Pgo
K49 de Cerrophidion godmani (Tsai,, et al., 2001), Myotoxin III de Bothrops asper
(Kaiser, et al., 1990), e PLA, Dac de Deignakistrodon acutus (Tsai, et al., 2000).
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4.5. Preparacao musculo biventer cervicis de pintainho

O veneno de Bothrops alternatus incubado com preparagdes neuromuscular
isoladas, na concentracdo de 50 e 100 pg/mL, determinou uma diminuicdo da resposta
contratil sob estimulagdo elétrica indireta em 120 min de incubacdo. Fig. 6 ¢ 10 (A e B)
Sem, no entanto, inibir totalmente a resposta contraturante a ACh e ao potdssio. A
ocorréncia de contratura foi dependente da concentracao. Fig. 10

O bloqueio neuromuscular mostrou-se dependente das concentragdes ( 0,1; 0,5; 1,0;
5,0; 10 e 20 pg/mL) (n=6-8) da fracao PLA, (Bt II-2). A figura 11 ( A; B; C e D),
representam os diversos niveis de bloqueio neuromuscular obtidos com as diferentes
concentragdes estudadas. Porém, sem afetar a resposta contraturante a adicdo exdgena de

ACh e ao potéssio para todos experimentos da fracdo Bt II-2. Fig. 7.

—a— controle krebs
—e VT 50 ugin
VT 100 pg/mi
~—v—BT 1201 ,gm
BT Il 205 pghi
-+ BTH2 1,gm
BT 2 5ugni
~x BTN2 10 yg
——BTI2 20 gn

BLBERLELLE

Resposta contratil (%)

Figura 6 - Efeito do veneno B. alternatus e da fracao Bt II-2 sobre a resposta contratil em preparacio
miusculo biventer cervicis de pintainho, sob estimucfo indireta. No grafico estao indicados, o controle,
veneno (50 e 100 pg/mL ) e as concentracoes de Bt II-2 de 0,1; 0,5; 1,05 5,0; 10; 20 pg/mL.Cada ponto
representa a média de experimentos + erro padrio (n =3 - 8).
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[ controle
I ACh 10 e 20 pg/ml
B KCl 20 mM/ml

BT Il 2
01pg/ml g5.g/m1 1pg/ml  5ugml 10 pg/ml 20 pg/mi
7946 g3.4 100:13 95413 85413 70411
74+6 73,11 10747 10547 12149 10646
8046  g3.4 94+4 9245 8649 7842

Figura 7.Efeito da fracao BTII-, em diferentes concentracdes sobre a acio contraturante da ACh e KCl

0 1-g'ml 0g .giml | 0l

Bl 50 % de blogqueio
Hl 50 % de Hogueio

& =giml

B oagiml 20 cg/ml

Figura 8 — Representacio grafica para 50 e 90% de bloqueio da resposta contratil em preparacio
biventer cervicis de pintainho, sob estimulacio elétrica indireta, incubado com a fracao Bt II-2 nas
concentracoes de 01; 05; 1; 5; 10; 20 pg/ml.
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[ controle
B ACh 10 e 20 pg/ml

@, B KCI 20 mM/mI
%7 VT
=
=
o 80 4
o
NS
() 60
S
» 40 -
o
@
@ 20 4
o
0
50 ug/ml 100 pg/ml
5848 55410
87+12 30+12
117412 15413

Figura 9. efeitos do veneto total ( 50 e 100pg/ml) sobre a acdo contraturante da ACh e KCl

68



resultados miografia biventer

1 1 11 |
0 10 30 50 120 min
VT 50 pg/mL

0 10 30 50 120 min
VT 100 pg/mL

Figura 10. Efeito do veneno total B. alternatus, sobre perfil miografico da preparacao
biventer cervicis de pintainho sob estimulacio indireta. A seta indica adicao do veneno
no tempo zero. A e B, efeito do veneno nas concentracoes de 50 e 100 pg/mL. A

resposta contraturante da KCI (A) e ACh (m |:|) foi registrado no inicio e apés a
adicao do veneno.
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BTI-2 20 pgiml

Figura 11. Efeito da fracao Bt II-2, sobre perfil miografico da preparacio biventer
cervicis de pintainho sob estimulacao indireta. A seta indica adicao do veneno no
tempo zero. A; B; C e D, efeito da toxina nas concentracoes indicadas. A resposta
contraturante da KCI (A) e ACh (m 0) foi registrado no inicio e apés a adiciio do

veneno. O traco superior vertical a direita indica calibracao utilizada nas preparacoes
(1g)

71



4.6 Preparacio nervo frénico diafragma de camundongo

4.6.1 Estimulacio elétrica indireta e direta

A incubacdo da preparacdo nervo frénico diafragma de camundongo, sob estimulagdo elétrica
indireta, com a fracdo Bt II-2 nas concentragdes de 1 e 10 pg/mL, determinou um bloqueio
irreversivel da resposta contratil. O bloqueio neuromuscular mostrou-se dependente da dose nestas
concentragoes. Fig. 12 e 13 (A e B).

O tempo necessario para se obter um bloqueio de 50% foi 46+ 1 (1 ug/mL) e 40 =2 min (10

pug/mL) .

—a— controle tyrode
—o— BT 112 0,1 ug/mL n=4

L —A—BT 112 10 pg/mL n=4
100 ®— -
| %\fii\i

TR A3 % a a
80

a- \I\‘
40 —- \r\?\

20 — \I t\q\r

Resposta contratil (%)

Tempo (min)

Figura. 12. Efeito da fracdo Bt II-2 sobre o bloqueio da resposta contratil da preparagdo nervo frénico diafragma de
camundongo, sob estimulacdo indireta. No grafico estdo indicados os experimentos controle ¢ a fragdo Bt II-2 nas
concentragdes 1 ¢ 10 pg/mL. Cada ponto representa amédia de experimentos +erro padrao.
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aEstimulo alternado Nervo frénico diafragma de camundongo-BTII-2

Controle

60 70 80 a0 100 110 120

Tempo (min.)

s

0 10 20 30 40 50

Dose: 10 pg/mL.

A

60 70 80 90 100 110 4 120
Tempo {min.) L

Fig. 13. Registro miografico do efeito induzido pela fracio Bt- II-2 sobre a preparacio nervofrenico diafragma de
camundogos, sao estimulados sobre a preparacio nervo frénico diafragma de camundongos, sao estimulados dieta
e indiretamente (pulsos supra-maximais de 0,2 ms e 0,1 Hz). O Septo foi mantido a 37 C. Em A e B, o efeito
concentraciao-dependente da fracio que foi adicionada no tempo zero(indicado pelo fluxo), nas concentracoes de 1
a 10 pg/ml.
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A Curva Cumulativa de ACh

| 27

==

o i i

Dose: 1 ng/mL rV

i T —
li “l I T e M_W

I I
20 30 40 50 60 70

Figura 14 - Registro miografico do efeito induzido pela fracio Bt II-2, sobre a preparacio biventer cerv icis de
pimtainho, sob estimulacio elétrica indireta e direta, (pulsos supramaximais de 0,2 ms e 0,1 Hz). O banho foi
mantido a 37° C. Em C , o efeito da fra¢do, que foi adicionada no tempo zero (indicado pela flecha), na concentragio de
lug/ml, ainda a representagdo da dose cumulativa de ACh. Note que demonstrando que esta fragdo PLA, é pré-sinaptica
A indica Estimulo Indireto e Direto (E. I. ¢ E. D. ). A\ concentra¢ao cumulativa (C.C). No tempo zero adig¢do da fragao.
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4.7Estudo morfolégicos das alteracdes causadas pelo veneno e fraciao de B. alternatus

4.7.1 Controle (solucao de Krebs)

A Figura 15 mostra sec¢do histolégica do musculo biventer cervicis de pintainho,
ap6s 120 min de incubagdo com solucdo de Krebs, podendo observar cortes longitudinais
do mdusculos biventer cervicis de pintainho. As fibras musculares apresentaram estrias

transversais normais, e nicleos periféricos com cromatina frouxa.
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Figura 15 - Fotomicrografia de cortes longitudinais do musculos biventer cervicis de pintainho incubado
com solucdo de Krebs durante 120 min. A; B; e C. Em A; B e C seccdo longitudinal, mostrando o aspecto
normal das fibras musculares, as estriacdes transversais e os nucleos periféricos grandes com cromatina
frouxa. Coloracdo: Hematoxilina e Eosina. Escala das barras: a:25 um; b:16 um e ¢:10 um.
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4.7.2 Veneno Bothrops alternatus

O musculos biventer cervicis de pintainho foi pré incubado com veneno total de
Bothrops alternatus nas concentragdes de 50 e 100 ug/mL a fotomicrografia mostra cortes
longitudinais das fibras musculares apresentando hipercontracio das extremidades
truncadas (cabeca de seta) e regides de destruicdo de fibras (d), fibras hialinas (*), com
aspecto amorfo e sem estriacdes aparentes. H4 alteracdes do volume ao longo da mesma

fibra. Figura 15 e 16.
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Figura 16 - Fotomicrografia de cortes longitudinais do misculos biventer cervicis de pintainho,
incubado durante 120 minutos com solucio nutritiva de Krebs contendo veneno total de Bothrops
alternatus, na concentracao de 50ug/mL. Note que as fibras musculares apresentam hipercontragdo das
extremidades truncadas (cabeca de seta). Observe regides de destruicdo de fibras (d), fibras hialinas (*), com
aspecto amorfo e sem estriacdes aparentes. Note alteracdes do volume ao longo da mesma fibra. Coloragéo:
Hematoxilina e Eosina. Escala da barra: 21um
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Figura 17 - Fotomicrografia de cortes longitudinais do misculos biventer cervicis de pintainho,
incubado durante 120 minutos com solu¢do nutritiva de Krebs contendo veneno total de Bothrops
alternatus na concentraciao de 100ug/mL. As alteragoes histologicas das fibras musculares sdo semelhantes
aquelas descritas para a incubagdo na concentracdo de 50pg/mL de BTII,. Note que as fibras musculares
apresentam hipercontra¢do das extremidades truncadas (cabeca de seta). Observe regides de destrui¢do de
fibras (d), fibras hialinas (*), com aspecto amorfo e sem estriagdes aparentes. Note alteragdes do volume ao
longo da mesma fibra. Coloragdo: Hematoxilina e Eosina. Escala da barra: 21um.
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4.7.3 Bt1I-2 (PLA;) 0,lpg/mL

Na Figura 17 é demonstrado a fotomicrografia de cortes longitudinais, incubados
com PLA; na concentracdo 0,1ug/mL , as fibras musculares apresentaram hipercontracdo

das extremidades truncadas das fibras (cabeca de seta).

Figura 18 - Fotomicrografia de cortes longitudinais do misculos biventer cervicis de pintainho,
incubado durante 120 minutos com solucio nutritiva de Krebs contendo 0,1pg/mL de BTIL,. A
hipercontracdo das extremidades das fibras (cabeca de seta) aumentaram. Observe por¢des onde as fibras
parecem estar destruidas (d). Coloracido: Hematoxilina e Eosina. Escala da barra: 21pum.
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4.7.4 BtI12 (PLA,) 0,5 pg/mL

PLA, Na concentragdio de 0,5 pg/mL de PLA, a Figura 18 demonstra
fotomicrografia de cortes longitudinais do musculos biventer cervicis de pintainho,
mostrando a hipercontracio das extremidades das fibras (cabega de seta) aumentando em
relacdo as concentracdes menores de PLA,. Ha porcdes onde as fibras parecem estar

destruidas (d).

Figura 19 - Fotomicrografia de cortes longitudinais do miisculos biventer cervicis de pintainho,
incubado durante 120 minutos com solucio nutritiva de Krebs contendo 0,Spg/mL de BTIL. A
hipercontracdo das extremidades das fibras (cabeca de seta) aumentaram em relacdo as concentragdes
menores de Pla,. Observe porgdes onde as fibras parecem estar destruidas (d). Coloragdo: Hematoxilina e
Eosina. Escala da barra: 21um.
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4.7.5 BtII 2 (PLA;) 1 pg/mL

Na figura 19 mdsculo biventer cervicis de pintainho incubado com 1 pug/mL PLA,,
os cortes longitudinais demonstram nimero de fibras musculares em hipercontracio
(cabeca de seta) e as regides de destruicdo das fibras (d) aumentaram em relacdo as
concentracdes menores de PLA,. Tem-se alteracdes do volume ao longo da mesma fibra e

fibras hialinas (*) com aspecto amorfo e sem estriacdes aparentes.
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Figura 20 - Fotomicrografia de cortes longitudinais do misculos biventer cervicis de pintainho,
incubado durante 120 minutos com solu¢do nutritiva de Krebs contendo 1 pg/mL de BTIL,. As fibras
musculares apresentam heterogeneidade quanto ao didmetro e grau de contratura (c). Note os espagos
aumentados entre as fibras, hipercontracdo das extremidades truncadas (cabega de seta) e reducdo das
estriacdes. Coloragdo: Hematoxilina e Eosina. Escala da barra: 21um.
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4.7.6 BtI12 (PLA,) 10 pg/ml

Na Figura 20 o mdsculo foi pré incubado com PLA; na concentracdo de 10 pg/mL
na fotomicrografia aparecem cortes longitudinais com alteracdes histoldgicas das fibras
musculares. O nimero de fibras musculares em hipercontragdo (cabeca de seta) e as regides
de destruicdo das fibras (d) aumentaram em relagc@o as concentragdes menores de PLA, Ha

alteragcdes do volume ao longo da mesma fibra e o grau de contratura (c).

VS

Figura 21 - Fotomicrografia de cortes longitudinais do misculos biventer cervicis de pintainho,
incubado durante 120 minutos com soluc¢io nutritiva de Krebs contendo 10 pg/mL de BTIIL,. O nimero
de fibras musculares em hipercontragio (cabeca de seta) e as regides de destruicdo das fibras (d) aumentaram
em relagdo as concentra¢des menores de Pla,. Note alteracdes do volume ao longo da mesma fibra e fibras
hialinas (*) com aspecto amorfo e sem estriacdes aparentes. Coloracdo: Hematoxilina e Eosina. Escala da
barra: 21um.

84



resultado histologia

477 BtI12 (PLA,) 20 pg/mL

Na Figura 21 o musculo foi pré incubado com PLA; na concentracdo de 20 pg/mL
na fotomicrografia aparecem cortes longitudinais com alteragdes histolégicas das fibras
musculares sendo semelhantes aquelas descritas para a incubag@o com 10 pug/mL de PLA;
O numero de fibras musculares em hipercontracdo (cabeca de seta) e as regides de
destruicdo das fibras (d) aumentaram em relacdo as concentracdes menores de PLA,  H4

alteracdes do volume ao longo da mesma fibra e o grau de contratura (c).

}l

Figura 22 - Fotomicrografia de cortes longitudinais do muisculos biventer cervicis de pintainho,
incubado durante 120 minutos com solucdo nutritiva de Krebs contendo 20pg/ml de BTII,. As
alteragdes histologicas das fibras musculares sdo semelhantes aquelas descritas para a incubacdo com
contendo 10 ug/mL de Pla,. O nimero de fibras musculares em hipercontracdo (cabeca de seta) e as regides
de destrui¢@o das fibras (d) aumentaram em relagdo as concentracdes menores de Pla2. Note altera¢des do
volume ao longo da mesma fibra e o grau de contratura (c). Coloragdo: Hematoxilina e Eosina. Escala da
barra: 21pm.
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5. DISCUSSAO

A purificagdo e o conhecimento do mecanismo de agdo das toxinas tem sido de
grande importancia na area bioldgica. As toxinas tém sido utilizadas, como instrumento de
pesquisa em diversos processos como a inflamagao e ativagao celular, no estudo dos canais
de sodio, na marcagdo e classificagdo de tipos de receptores, processos de exocitose € no
estudo do metabolismo de lipidios, através da utilizagdo especifica de fosfolipases.

As metodologias de purificacdo e caracterizacdo bioquimica do veneno B.
alternatus empregadas neste trabalho, foram descritas por Ponce-Soto (2005 submetidos).
De acordo com nossos resultados, conseguimos uma redugdo dos passos cromatograficos
descritos na literatura, otimizacdo do material e recuperacdo da fracao sem perda da
atividade biologica.

Analisados globalmente, nossos resultados experimentais revelam que o veneno
bruto da B. alternatus e a sua correspondente fracao ativa, a Bt II-2 (PLA;), causam efeitos
evidentes sobre a jungao neuromuscular de musculos esqueléticos de aves e mamiferos.

Em termos miograficos a fracdo Bt II-2 destaca-se com bloqueio neuromuscular
progressivo a partir da concentragdo 0,5 pg/mL, apresentando-se concentragao-dependente
conforme dados estatisticos, na vigéncia do qual ndo parece estarem envolvidos os
componentes sub e poOs-sindptico do sarcolema desses musculos. Isto se afigura
particularmente evidente, nas preparagdes isoladas de biventer cervicis de pintainho, cuja

maioria de suas fibras musculares, sendo do tipo multinervadas, apresenta respostas
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contraturantes, em seguida 4 adicdo ao banho da acetilcolina, que ativa os receptores
nicotinicos tipo Nj.

A literaratura descreve PLA, neurotoxicas pré-sinapticas isoladas de veneno ofidicos,
chamadas B-neurotoxinas, as quais apresentam invariavelmente certas caracteristicas, como
as de atuarem pré-sinapticamente, possuirem atividade enzimatica e, ainda, a de ter sua
acdo neurotoxica dependente da enzimatica. Além disso, é caracteristica da maioria dessas
toxinas apresentar miotoxicidade quando em concentra¢des mais altas.

ZAMUNER et al.,2004, ao testarem o veneno de B. neuwied, em altas
concentragdes (200 pg/mL), observaram o aumento da liberacdo de creatino-quinase,
avaliada através de dosagem da solugdo nutritiva que banhava o musculo isolado de ave
incubado com o veneno.

RODRIGUES-SIMIONI et al., 2004 descreveram em seu trabalho que os
venenos botrdpicos tem apenas efeitos pos-sinaptico ¢ muscular. Entretanto, em seus
estudos também sugeriram uma acdo pré-sinaptica destes venenos, usando preparagdo
biventer cervicis para comparar a atividade pré-sinaptica de dois venenos botropicos: B.
insularis e B. neuwiedi com o veneno da C. d. terrificus. OSHIMA-FRANCO et al., 2004,
também referiram a atividade pos-sinaptica e pré-sinaptica da bothropstoxina-I.

As concentragdes estudadas do veneno desta serpente ( 50-100 pg/mL) nao
promoveram bloqueio da resposta contratil, os mesmos resultados ndo foram encontrados
por BORJA-OLIVEIRA et al, 2003, para o veneno da serpente Bothrops neuwiedii
pauluenses que promoveu um bloqueio completo em baixas concentragdes (5-10 pg/ml) .

Esta variagdao nos resultados encontrados no veneno botropico, segundo PRIANTI
et al., 2003, da-se por conta de diferentes preparagdes utilizadas tais como biventer cervicis

de pintainho, nervo frénico diafragma de camundongo, cutaneous pectoris de ra, extensor

88



discussdo

digitorum longus de camundongo entre outros. Estes musculos apresentam caracteristicas
particulares, tanto bioquimicas quanto fisiologicas das suas fibras musculares, tornando-se
mais ou menos sensiveis a determinados venenos. Também deve-se levar em consideragao
que a sensibilidade da preparacdo pode estar associada a preferéncia alimentar da espécie
de serpente em estudo.

HARVEY et al., (1994), afirmaram que a preparacdo biventer cervicis de pintainho
¢ melhor para estimar a neurotoxidade de venenos de serpentes, além de usar poucos
animais, pouco veneno, da preparacao ser de facil dissecagdo, fornece rapidos resultados e
detecta-se efeitos pré e pos sinapticos e efeitos diretos sobre o musculo.

Nossos resultados corroboram com os achados de Harvey e colaboradores uma vez
que nas preparagdes nervo frénico diafragma de camundongo os resultados foram
diferentes tanto para o veneno como para fragao Bt II-2. Os resultados obtidos com a fracao
Bt II-2 ( 1 pg/mL) mostra que em em mamiferos o tempo de incubagdo para se obter
bloqueio total da resposta contratil foi de 110 min, enquanto que na preparacio de ave o
tempo foi de 70 min.

Em termos de poténcia, os nossos resultados demonstram que a pegonha da
serpente B.alterntus se como 0 menos toxico, no entanto sua fragdo ativa dentre os demais
venenos botropicos estudadosao compara-lo com os demais, a fragdo Bt II-2 produz um
bloqueio neuromuscular total, num tempo marcadamente inferior aos descritos para os
venenos de B. jararacussu; B jararaca; B. moogeni; B. neuwied; (BORJA-OLIVEIRA et
al., 2003, ZAMUNER et al., 2004).

A este proposito, correlacionando-se essa poténcia, com a acentuada secrecao e
conseqliente elevada inoculagdo do veneno decorrente da picada pela B. alternatus, poderia

explicar a gravidade do envenenamento causado por essa serpente.
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Neste trabalho dados histologicos demonstram que o veneno e a fracdo B. alternatus,
possuem agao miotoxica, determinando mionecrose em diferentes graus, caracterizadas por
hipercontracdo das miofibrilas, fibras musculares abruptamente interrompidas, espagos
vazios entre os feixes de fibras e alguns nucleos soltos no citoplasma desprovidos de
miofribrilas. O grau de lesdo foi maior no veneno e nas fragdes de Bt II-2 nas
concentragdes 10 e 20 pg/mL.

As alteragdes morfologicas causadas tanto por toxinas isoladas dos venenos
elapideos (notexina, taipoxina, crotoxina) e de serpentes do género Bothrops (miotoxina de
B. asper), quanto por veneno bruto, tem indicado que o tipo de mionecrose que determinam
¢ devido a atividade de miotoxinas com agdo fosfolipasica (GUTIERREZ et al, 1984). A
fosfolipase atuaria diretamente degradando os fosfolipidios, afetando portanto, a membrana
sarcolemal (GUTIERREZ et al, 1984). Todavia, GUTIERREZ et al., (1989) isolaram uma
miotoxina do veneno de Bothrops nummifer que apresenta acdo semelhante as anteriores,
sem apresentar atividade fosfolipasica.

Embora, a fracdo Bt II-2 tenha apresentado alteracdes qualitativas mionecrdticas
nao houve correlagdo com os estimulos elétricos diretos que demonstram que esta toxina €
eminentemente pré-sinaptica por nao apresentar diminuicdo da resposta contratil em
preparacdes nervo-frénico diafragma de camundongo.

Os resultados obtidos na presente pesquisa sdo estimulantes e somados ao grau de
pureza, observado nas purificacdes e caracterizagdes bioquimicas, justificam um estudo
mais detalhado quanto a atividade bioldgica nao sé no registro miografico como também na

eletrofisiologia.
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* Os métodos de purificacio apresentados foram eficientes em manter a integridade da

proteina sem perder atividade bioldgica.

* ~ ALt . s ~
A preparacdo nervo frénico diafragma de camundongo mostrou-se menos sensivel a acdo

bloqueadora neuromuscular da fracdo Bt II-2 na concentracdo de 1 pg/mL quando

comparado com a preparagdo biventer cervicis de pintainho.

* A fracdo Bt II-2, mostrou uma acdio pré-sindptica, pois apds o bloqueio neuromuscular

total, foram mantidas as respostas contraturantes a ACh e ao KCL.

* A andlise miogrifica da fracio Bt II-2 testada em preparacdes isoladas de biventer

cervicis de pintainho demonstrou potente atividade neurotéxica causando uma inibicao da

amplitude da contracdo neuromuscular, sendo concentracdo dependente.

* ~ . J o . , e
As alteragdes histopatoldgicas vistas no miusculo esquelético demonstraram uma

complexa série de eventos degenerativos, incluindo hipercontracdo e desorganizacdo das
miofibrilas. Bt II-2 (Ipug/ml) mostrou-se mais potente ,em relagdo, 4 degeneracdo e

desorganizac¢do, do que o veneno bruto da Botrhops alternatus numa dose de 100pg/ml .
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* Todos estes resultados sugerem que a fragio Bt II-2 tem um potente efeito neurotéxico

pré-sinaptico que ela exibe também um efeito miotdxico em elevada concentragdes.
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