.

UNICAMP

RAFAEL STUANI FLORIANO

ESTUDO DO VENENO TOTAL DA SERPENTE
Bothriopsis bilineata smaragdina E DE SUA FOSFOLIPASE A: Asp49
SOBRE A JUNCAO NEUROMUSCULAR

CAMPINAS
2014






)

>
UNICAMP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

RAFAEL STUANI FLORIANO

ESTUDO DO VENENO TOTAL DA SERPENTE
Bothriopsis bilineata smaragdina E DE SUA FOSFOLIPASE A: Asp49
SOBRE A JUNCAO NEUROMUSCULAR

Orientador(a): Prof(a). Dr(a). Léa Rodrigues Simioni

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pés-Graduacao
em Farmacologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de
Campinas para obtengao do titulo de Doutor em Farmacologia.

ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE A VERSAO FINAL DA TESE
DEFENDIDA PELO ALUNO Rafael Stuani Floriano E ORIENTADO
PELO(A) PROF(A). DR(A). Léa Rodrigues Simioni.

Assinatura do Orientador(a)

CAMPINAS
2014



Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca da Faculdade de Ciéncias Médicas
Maristella Soares dos Santos - CRB 8/8402

Floriano, Rafael Stuani, 1982-

F663e Estudo do veneno total da serpente Bothriopsis bilineata smaragdina e de sua
fosfolipase A; Asp49 sobre a juncéo neuromuscular / Rafael Stuani Floriano. —
Campinas, SP : [s.n], 2014.

Orientador: Lea Rodrigues Simioni.
Tese (doutorado) — Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de
Ciéncias Médicas.

1. Neurotoxinas. 2. Eletrofisiologia. 3. Venenos de viperideos. 4. Juncéo
neuromuscular. 5. Masculo esquelético. | Rodrigues-Simioni, Lea, 1942-_11.
Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de Ciéncias Médicas._ Ill. Titulo.

Inf . Bibli .

Titulo em outro idioma: Study of the Bothriopsis bilineata smaragdina venom and its Asp49
phospholipase A; on neuromuscular junction
Palavras-chave em inglés:

MNeurotoxins

Electrophysiology

Viper venoms

MNeuromuscular junction

Muscle, Skeletal

Area de concentracéo: Farmacologia
Titulagao: Doutor em Farmacologia

Banca examinadora:

Lea Rodrigues Simioni [Orientador)

Lourdes Dias de Araujo

Humberto Santo

Chariston André Dal Belo

Yoko Oshima Franco

Data de defesa: 24-07-2014

Programa de Pos-Graduagao: Farmacologia






DEDICATORIA

A minha esposa Erica Flavia Floriano, por ter estado disposta a
mergulhar comigo no abismo das incertezas, por ser minha forca nos momentos
de fraqueza, minha coragem diante do medo e minha confiangca diante dos
obstaculos. Somente vocé é capaz de compreender tudo o que esta realizacao
significa. Sem o teu cuidado realmente eu n&o teria superado tantas dificuldades e
limitagées. Obrigado meu amor por ter feito parte desta historia.

A minha mae Aparecida Stuani, por ter construido os alicerces da
minha educacdo mesmo diante de tanta adversidade, o que me tornou apto a

chegar até aqui.

Aos meus irmdos Evandro, Talita, Bruno e cunhados, pelo

companheirismo e amizade ao longo de nossa historia como familia.
Ao meu tio Agenor Stuani, por ser o modelo profissional em quem me
espelho e por ter cuidado de todos da minha familia com o carinho e dedicagéo de

um pai.

Aos meus sogros Iraides e Eunice, por sempre estarem ao nosso lado

nos apoiando e nos incentivando a prosseguir.

Vi



AGRADECIMENTOS

A minha Orientadora:

Professora Dra. Léa Rodrigues Simioni. Foi uma honra fazer parte da
sua historia académica e certamente levo comigo preciosos ensinamentos que
transcendem os limites da Farmacologia. Serei para sempre grato por ter me
aceitado como seu aprendiz e respeitado minhas limitagcbes. A partir de seus
incentivos pude enfrentar meus temores e superar limites que antes pareciam
intransponiveis. Espero retribuir tudo o que ao seu lado pude incorporar para
minha formacdo como pessoa e profissional partilhando as licbes que com vocé
aprendi. De todo meu corag&o, muito obrigado!

Aos Colaboradores:

Professor Dr. Stephen Hyslop. Té-lo como colaborador neste projeto foi
uma honra pra mim e de suma importancia para sua concretizagdo. Obrigado por

toda orientacao cientifica prestada e por apoiar meu crescimento académico.

Professor Dr. Edward G. Rowan. Para sempre serei grato a vocé por ter
vivido, sem sombra de duvidas, o maior desafio da minha vida na University of
Strathclyde. Muito obrigado por ter aberto as portas de seu laboratdrio para esta
colaboragcdo e por todo apoio financeiro, cientifico e técnico prestado. Sua
contribuicdo foi muito importante para a conclusdo deste projeto. Foi uma honra

conhecé-lo e té-lo como supervisor durante minha estadia em Glasgow.

Professora Dra. Maria Alice da Cruz Héfling. Foi uma honra conhecé-la
e principalmente té-la como parceira neste projeto. Obrigado por abrir as portas de
seu laboratorio e por toda orientag&o prestada.

Vii



Professor Dr. Sergio Marangoni. Apesar do pouco contato que tivemos
ao longo desse periodo, sou grato pela parceria de sucesso que estabelecemos e
que rendeu bons frutos.

Professor Dr. Valdemir Aparecido de Abreu. Certamente Deus fez
nossos caminhos se cruzarem para que este sonho hoje se tornasse realidade.
Obrigado por ter acreditado em mim e tenha certeza que guardarei a sete chaves

a nossa amizade. De todo coragdo muito obrigado.

Professor Dr. Chariston André Dal Belo. Nossa convivéncia antes de
Glasgow ja havia acrescentado muito a minha experiéncia académica, em
Glasgow durante nossa temporada na University of Strathclyde entdo foi mais
especial ainda. Serei para sempre grato por toda orientacdo prestada e constante

incentivo.

Professora Dra. Thalita Rocha. Além de ganhar uma grande amiga foi
uma honra té-la como parceira neste trabalho. Certamente aprendi muito ao seu
lado e espero que possamos estabelecer futuras parcerias.

Victor Carregari. Além de uma honrosa parceria também construimos
uma genuina amizade ao longo desses anos. Obrigado pelo companheirismo e
pelo auxilio prestado quando necessario.

Bruno Kenzo Kagawa. Sua contribuicdo foi muito valiosa quando
precisavamos de resultados em um curto espaco de tempo. Obrigado por tudo e

espero que seja apenas o inicio de uma forte parceria.

Norma Cristina Sousa. Obrigado pela sua importante participacdo em

alguns protocolos experimentais e por sempre nos atender com muita simpatia.

Aos amigos de laboratdrio e departamento:

Gildo Bernardo Leite. Ndo sou o primeiro, mas talvez um dos ultimos a

reconhecer neste momento sua valiosa importdncia para o nosso laboratério. Em

viii



especial agradegco por sua sincera amizade, por tanto conhecimento
generosamente compartilhado e por toda ajuda prestada. Que Deus abengoe essa

nova fase da sua vida.

Sandro Rostelato Ferreira. Vocé foi muito importante no inicio das
minhas atividades no laboratorio, sempre disposto a ajudar com muita
cordialidade. Agradeco pelo seu companheirismo, pelo conhecimento
compartilhado e por tanto auxilio prestado. Também sinto-me honrado de estar
trabalhando com vocé.

Délkia Seabra de Moraes. Nossa convivéncia no laboratorio foi muito
especial e vocé certamente foi muito importante para a minha adaptacéo.
Obrigado pela sua sincera e respeitosa amizade, pelos conselhos e auxilio
prestado.

Rita de Cassia Collaco. Obrigado pela sua companhia no dia a dia do

laboratdrio e também pelo auxilio prestado.

Priscila Randazzo Moura. Sua presenga no laboratorio, em viagens e
confraternizagcbes sempre foi sinbnimo de alegria e simpatia. Foi um prazer
conviver com vocé, mesmo sendo apenas em situacbées especiais, e espero

continuar cultivando nossa amizade.

Lourdes Dias. Serei para sempre grato por ter confiado em mim quando
participou da banca de avaliacdo do meu projeto. Também ndo me esquecerei por
tantas vezes ter enaltecido meu desempenho dentro do departamento, o que me
motivava muito. Foi uma honra conhecé-la e certamente cresci muito com seus

conselhos.

Aos amigos da University of Strathclyde

Rabbad Own (Ruby), Carol Barnett, Laura Hutchison, Alasdair Henry,
Louise Wilson, Ibtisam Kaziri, Sajjad Ali Khan e Basher Abdalsaed. Foi muito



especial conhecer vocés e serei para sempre grato por terem sido tao cordiais e
pacientes comigo. Obrigado por todo aprendizado cultural, técnico e cientifico que
adquiri convivendo com vocés. O carinho com que fui tratado foi de suma-
importancia para a minha adaptacdo em Glasgow. Espero poder revé-los em

breve.

Aos amigos pessoais:

Amigos da IASD de Indiana. Por mais de uma década tive o privilégio
de conviver com pessoas maravilhosas na pequena igreja adventista de Indiana.
Os meus amigos mais preciosos ainda encontram-se la e certamente vocés
representam muito neste momento. As licbes que vocés me ensinaram S0 as
mais importantes da minha vida. Obrigado pelas oracbdes e constantes palavras de
incentivo que contribuiram muito para que eu e a Erica superdssemos as
dificuldades iniciais. Parte desta conquista também dedico a vocés. Que Deus
continue abencoando a todos.

Amigos da IASD Central de Paulinia. Muito obrigado pelo caloroso
acolhimento de todos vocés. O carinho com que fomos tratados durante esta
temporada sera para sempre lembrado por nds. Certamente Deus nos mandou
para o lugar certo e somos gratos a Ele também por nos apresentar pessoas tao
especiais. Que Deus abencoe a todos, nossos mais sinceros agradecimentos. Até
algum dia!

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldégico (CNPq):

Pela bolsa de estudo durante meu periodo de doutorado na Unicamp e
também por financiar meu periodo sanduiche na University of Strathclyde.



EPIGRAFE

“Talvez ndo tenha conseguido fazer o melhor, mas lutei para que o melhor fosse
feito. Nao sou o que deveria ser, mas gragas a Deus, ndo sou o que era antes”

Marthin Luther King

xi



RESUMO

Neste trabalho, ndés examinamos a atividade neuromuscular do veneno de
Bothriopsis bilineata smaragdina (serpente de floresta) e de sua toxina Bbil-TX
(fosfolipase A2 Asp49) em preparagdes nervo-musculo isoladas de vertebrados.
Em preparagbes BC, o veneno causou bloqueio neuromuscular concentragéo-
dependente (0,1-30 pg/mL) que nao foi reversivel por lavagem, com 50% de
bloqueio ocorrendo em 90-15 min. Contratura muscular em resposta a ACh
exdgena e ao KCI ndo foram afetadas pelo veneno, mas houve um discreto
aumento na liberagcado de CK apds 60 min [Ul/mL: de 80 + 15 (basal) para 113 +
22; n =6; p> 0,05]. Em preparagées NFD, o veneno (1, 10 e 30 pg/mL) produziu
marcante facilitacdo da neurotransmissédo (~120% de aumento acima do basal)
com a maior concentracdo seguida por bloqueio neuromuscular completo apdés
120 min; os efeitos com as menores concentracdes foram considerados menos
marcantes. O veneno aumentou o0 conteldo quéntico apés 15 e 30 min de
incubacdo seguido por significativa inibigao =290 min. No entanto, o veneno néo
alterou o potencial de membrana muscular ou a resposta despolarizante ao
carbacol. Em ambas as preparagdes, incubacédo a 22-24 °C ao invés de 37 °C
atrasou o inicio do bloqueio, como fez também a inibicdo da atividade PLA2 do
veneno. Em preparagdes NFD curarizadas, o veneno produziu apenas uma
discreta facilitacdo muscular. Estes resultados indicam que o veneno de B. b.
Smaragdina causa bloqueio neuromuscular in vitro por um mecanismo pré-
sindptico envolvendo PLA2. Também foi investigada a atividade neuromuscular de
Bbil-TX, uma PLA2 com atividade -catalitica isolada do veneno de B. b.
smaragdina, em preparacées BC e NFD. Em preparagdes BC, Bbil-TX (35-702
nM) causou bloqueio tempo- e concentragdo-dependente que nao foi reversivel
por lavagem; os tempos para causar 50% de bloqueio foram 87 £ 7,41 £ 7e 19 ¢
2 min (média £ EPM; n = 4-6) para 70, 351 and 702 nM, respectivamente.
Contraturas musculares a ACh exoégena e KCI nao foram alteradas. A toxina (702
nM) também nao alterou as respostas contrateis de preparacées BC curarizadas
(d-Tc; 14,8 uM) e diretamente estimuladas. No entanto, Bbil-TX (702 nM) produziu
moderada alteracdo morfoldgica (fibras edemaciadas e/ou hipercrémicas) em BC;
houve também uma progressiva liberagdo de CK [Ul/mL: de 116 + 17 (basal) para
961 * 48 ap6s 60 min; n = 6; p < 0,05]. O bloqueio neuromuscular induzido por
Bbil-TX (351 nM) foi significativamente inibido a 22—24 °C e o pré-tratamento com
p-BPB aboliu seu bloqueio. Bbil-TX (210 nM, 702 nM e 2 uM; n = 4-6) causou
bloqueio parcial tempo- e concentracdo-dependente em preparagdes NFD (52 +
2% com a maior concentra¢do). Bbil-TX (2 uM) também reduziu significativamente
a frequéncia de PsPTM/min [de 26 = 2,5 (basal) para 10 £ 1 ap6s 60 min; n =5; p
< 0,05] e o conteudo quéntico [de 94 + 14 (basal) para 24 =3 ap6s 60 min; n = 5;
p < 0,05] de preparagcdes NFD, mas causou apenas uma discreta alteragdo do
potencial de membrana em repouso [de -80 + 1 mV (basal) para -66 £ 2 mV apo6s
120 min; n = 5; p < 0,05], com nenhuma alteracdo significativa na resposta
despolarizante ao carbacol. Estes resultados mostram que Bbil-TX € uma PLA:z
pré-sinaptica que contribui para o bloqueio neuromuscular causado pelo veneno
de B. b. smaragdina. A atividade neuromuscular do veneno de B. b. smaragdina e
0 mecanismo de acao de Bbil-TX no sistema nervoso periférico foi examinado
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também em outras preparacdes neuromusculares isoladas de camundongo. Em
preparagdes NFD mantidas em solucéo fisioldgica com baixo Ca?*, o veneno de B.
b. smaragdina (3 pg/mL) produziu uma alteragdo trifasica nas respostas contrateis
enquanto que a maior concentragdo (10 pg/mL) produziu uma abrupta e marcante
contratura inicial a qual foi seguida por facilitacdo neuromuscular, oscilacdes
ritmicas das contragfes evocadas, alteracdes na linha de base e progressivo
bloqueio neuromuscular. O veneno também atrasou a fase de relaxamento da
resposta contratil aumentando o tempo de decaimento constante. Em condigbes
de baixo Ca?*, Bbil-TX (210 nM) causou um progressivo aumento na amplitude
das respostas contrateis (83 = 19 % acima dos valores basais apdés 120 min) em
preparacées NFD; ndo houve alteragdo no tempo de decaimento constante apds
tratamento com a toxina. O veneno de B. b. smaragdina (10 ug/mL) e Bbil-TX (210
nM) causaram discreta alteracdo na amplitude do potencial de acdo composto
registrado em preparagées NC de camundongo (veneno: 20 £ 2,1% e toxina: 17 +
2,4% de reducdo abaixo dos valores basais; n = 3; p < 0,05) e nenhum efeito
significativo sobre o tempo de subida e a laténcia; Tetrodotoxina (3,1 nM)
bloqueou os potenciais no final dos experimentos. Em preparagées TSn-m,
veneno (10 pg/mL) e Bbil-TX (210 nM) causaram significativa redugcéo na forma de
onda perineural associada a corrente K+ (veneno: 35 = 7,2% e toxina: 26 + 1,4%
de reducdo abaixo dos valores basais; p < 0,05; n = 3-5) enquanto que a
amplitude da corrente de Na* nao foi significativamente afetada (veneno: 18 +
3,3% e toxina: 15 + 2,4% de reducgao abaixo dos valores basais; p > 0,05; n = 3—
5). Bbil-TX (210 nM) causou aumento nos valores de conteudo quantico de
preparagdes TSn-m mantidas em baixo Ca?* [de 9,6 + 1,1 (to) para 31,4 + 7,7 (te0),
p < 0,05; n = 4]. O veneno (3 pg/mL) e toxina (210 nM) induziram aumento na
fluorescéncia ao calcio em células SK-N-SH marcadas com indicador sensivel ao
Ca? Fluo3 AM (4 uM) e mantidas em solugao fisiolégica com normais condi¢des
de Ca?* ou com baixo Ca?*. Em células mantidas em Ca?* normal, o aumento na
amplitude de fluorescéncia foi acompanhado por irregular e frequente movimento
de Ca?*. Em preparagdes TSn-m marcadas com Fluo4 AM (4 uM), o veneno de B.
b. smaragdina causou imediato aumento na concentracdo de Ca?* intracelular de
fibras musculares seguido por frequente oscilacdo na fluorescéncia e contratura
muscular; Bbil-TX ndo induziu nenhuma alteracao na fluorescéncia ao calcio em
fibras musculares de preparacbes TSn-m. Seccbes de preparagbes NFD pré-
tratadas com Bbil-TX (210 nM) destinadas a imunohistoquimica foram marcadas
positivamente para receptores juncionais de ACh mas houve perda de marcacéo
para as proteinas pré-singptica sinaptofisina e SNAP25. Juntos, estes dados
indicam que Bbil-TX tem alta seletividade de agcdo sobre a regido pré-sinaptica
semelhantemente a outras neurotoxinas PLA2 modulando a atividade
neuromuscular do veneno de B. b. smaragdina.

Palavras-chave: atividade pré-sinaptica, Bbil-TX, eletrofisiologia celular, juncéo

neuromuscular, PLA2 Asp49, preparacées neuromusculares, veneno de B. b.
smaragdina.
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ABSTRACT

In this work, we examined the neuromuscular activity of Bothriopsis bilineata
smaragdina (forest viper) venom and its toxin Bbil-TX (Asp49 phospholipase A2) in
vertebrate isolated nerve-muscle preparations. In chick biventer cervicis
preparations (BC) the venom caused concentration-dependent (0.1-30 pg/ml)
neuromuscular blockade that was not reversed by washing, with 50% blockade
occurring in 15-90 min. Muscle contractures to exogenous acetylcholine and KCI
were unaffected by the venom, but there was a slight increase in creatine kinase
release after 60 min [IU/ml: from 80 + 15 (basal) to 113 £ 22; n = 6; p > 0.05]. In
mouse phrenic nerve-diaphragm preparations (PND), the venom (1, 10 and 30
ug/ml) produced marked facilitation (~120% increase above basal) at the highest
concentration followed by neuromuscular blockade; the effects at lower
concentrations were considerably less marked. The venom increased quantal
content values after 15 and 30 min followed by significant inhibition at 290 min.
However, the venom did not alter the muscle membrane resting potential or the
response to exogenous carbachol. In both preparations, incubation at 22 °C
instead of 37 °C delayed the onset of blockade, as did inhibition of venom PLA:2
activity. In curarized mouse preparations, the venom produced only muscle
facilitation. These results indicate that B. b. smaragdina venom causes
neuromuscular blockade in vitro by a presynaptic mechanism involving PLA2. It
was also investigated the neuromuscular activity of Bbil-TX, a PLAz2 with catalytic
activity isolated from B. b. smaragdina venom, in BC and PND preparations. In BC
preparations, Bbil-TX (35-702 nM) caused time- and concentration-dependent
blockade that was not reversed by washing; the times for 50% blockade were 87 +
7,41 £ 7 and 19 £ 2 min (mean = SEM; n = 4-6) for 70, 351 and 702 nM,
respectively. Muscle contractures to exogenous ACh and KCI were unaffected. The
toxin (702 nM) also did not affect the twitch-tension of directly stimulated, curarized
(d-Tc, 14.8 uM) BC preparations. However, Bbil-TX (702 nM) produced mild
morphological alterations (edematous and/or hyperchromic fibers) in BC; there was
also a progressive release of CK [IU/ml: from 116 £ 17 (basal) to 961 + 48 after 60
min; n = 6; p < 0.05]. Bbil-TX (351 nM)-induced blockade was markedly inhibited at
22-24 °C and pretreatment with p-BPB abolished the neuromuscular blockade.
Bbil-TX (210 nM, 702 nM and 2 uM; n = 4-6) caused partial time- and
concentration-dependent blockade in PND preparations (52 + 2% at the highest
concentration). Bbil-TX (2 uM) markedly reduced the MEPPs frequency/min [from
26 + 2.5 (basal) to 10 = 1 after 60 min; n = 5; p < 0.05] and the quantal content
[from 94 £ 14 (basal) to 24 + 3 after 60 min; n = 5; p < 0.05] of PND preparations,
but caused only minor depolarization of the membrane resting potential [from -80 +
1 mV (basal) to -66 £+ 2 mV after 120 min; n = 5; p < 0.05], with no significant
change in the depolarizing response to exogenous carbachol. These results show
that Bbil-TX is a presynaptic PLAz that contributes to the neuromuscular blockade
caused by B. b. smaragdina venom. The neuromuscular activity of B. b.
smaragdina venom and the mechanism of action of Bbil-TX on peripheral nervous
system have been further examined in mouse nerve-muscle preparations in vitro.
In PND preparations maintained in low Ca?* physiological salt solution (PSS), B. b.
smaragdina venom (3 ug/ml) caused a triphasic change in twitch height while the
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highest concentration (10 ug/ml) produced an abrupt and marked initial contracture
which was followed by neuromuscular facilitation, rhythmic oscillation of nerve
evoked twitch, alteration in base line and progressive blockade. The venom also
slowed the relaxation phase of the muscle twitch increasing the constant decay
time. Under low Ca?* conditions, Bbil-TX caused a progressive increase in twitch
amplitude (83 + 19 % above basal values after 120 min) in PND preparations;
there was no change in the constant decay time after treatment with toxin. B. b.
smaragdina venom (10 pg/ml) and Bbil-TX (210 nM) caused minor changes in the
amplitude of the compound action potential (CAP) recorded from SN preparations
(venom: 20 £ 2.1 % and toxin: 17 + 2.4 % of reduction below basal values; n = 3; p
< 0.05) and no significant effect on rise time and latency; tetrodotoxin (3.1 M)
blocked the CAP at the end of the experiments. In TSn-m preparations, both
venom (10 pg/ml) and Bbil-TX (210 nM) caused significant reduction in the
perineural waveform associated with the outward K* current (venom: 35 + 7.2 %
and toxin: 26 = 1.4 % of reduction below basal values; p < 0.05; n = 3-5) while the
amplitude of the inward Na* current was not significantly affected (venom: 18 + 3.3
% and toxin: 15 + 2.4 % of reduction below basal values; p > 0.05; n = 3-5). Bbil-
TX (210 nM) caused progressive increase in quantal content in TSn-m
preparations maintained in low Ca?* PSS [from 9.6 * 1.1 (to) to 31.4 £ 7.7 (teo), p <
0.05; n = 4]. Venom (3 pg/ml) and toxin (210 nM) induced increase in calcium
fluorescence in neuroblastoma cell line SK-N-SH loaded with calcium sensitive
indicator Fluo3 AM (4 uM) and maintained in low Ca?* or normal Ca?* PSS. In
those cells maintained in normal Ca2* PSS, the increase in fluorescence amplitude
was accompanied by irregular and frequent calcium transients. In TSn-m
preparations loaded with Fluo4 AM (4 uM), B. b. smaragdina venom (10 ug/ml)
caused immediate increase in Ca?* intracellular of muscle fibres followed by
frequent oscillation in fluorescence and muscle contracture; Bbil-TX did not induce
any change in calcium fluorescence in TSn-m preparations. Immunohistochemical
sections of PND preparations pretreated with Bbil-TX (210 nM) were labeled
positively for junctional ACh receptors but there was loss of labeling for presynaptic
proteins synaptophysin and SNAP25. Together, these data indicate that Bbil-TX
has high selectivity of action under the presynaptic region similarly as other PLA2
neurotoxins modulating the neuromuscular activity of B. b. smaragdina venom.

Keywords: presynaptic activity, Bbil-TX, cell electrophysiology, neuromuscular
junction, Asp49 PLAz, neuromuscular preparations, B. b. smaragdina venom.
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1. INTRODUCAO

1.1. EPIDEMIOLOGIA DOS ACIDENTES OFIiDICOS NO BRASIL

O acidente ofidico € um importante problema de saude publica em
muitos paises tropicais e subtropicais e ainda é considerado uma doenca
tropical negligenciada pela Organizacao Mundial da Saude (OMS). No Brasil,
0s acidentes de interesse médico sao causados por serpentes dos géneros
Micrurus (Familia Elapidae, Subfamilia Elapinae), Crotalus, Bothrops e
Lachesis (Familia Viperidae, Subfamilia Crotalinae) amplamente distribuidas no
territério nacional (Brasil, 2011)

Foram registrados no Brasil 29.635 acidentes ofidicos em 2010,
dentre os quais 85% foram ocasionados por serpentes peconhentas, sendo o
restante por serpentes nao-peconhentas e ou nao identificadas. Uma vez que a
identificacdo da serpente nem sempre € possivel de ser feita, o diagnédstico do
tipo de envenenamento é baseado em critérios clinicos e epidemioldgicos.
Dentre os acidentes causados por serpentes dos géneros de interesse medico,
0s botropicos sédo predominantes (73,5%), fato que se deve a grande
diversidade de espécies e sua ampla distribuicdo no territério nacional.
Acidentes crotalicos (7,5%), laquéticos (3%) e elapidicos (1%) completam o
quadro epidemiolégico. Poucos casos sao diagnosticados como acidentes por
serpentes ndo peconhentas (3%), por outro lado, em 12% dos acidentes
notificados a serpente nao foi identificada (Figura 1). Do total de acidentes por
serpentes peconhentas, ocorreram 146 mortes, sendo que 92 delas foram
ocasionadas por jararacas (incidéncia: 15,5 acidentes/100.000 habitantes;
letalidade: 0,5%), porém os acidentes crotélicos representam o maior indice de
letalidade (1,1%) (Brasil, 2011).

Nota-se um numero significativo de acidentes em que a serpente
causadora ndo € identificada, o que consequentemente dificulta o diagndstico
do envenenamento atrasando o efeito da intervencédo sorotergpica, ou até
mesmo sendo esta ineficaz. Assim, os sintomas mais comuns do
envenenamento ofidico como edema, equimose, necrose, rabdomidlise,
hemorragia, insuficiéncia renal (IRA) e respiratéria acentuam-se na vitima
podendo leva-la a ébito. Conhecer os principais componentes das peconhas,

bem como seus mecanismos de acgdo, € importante para contribuir na

29



identificacdo da serpente a partir dos sinais de envenenamento e aprimorar as

vias de tratamento.

= Acidente botropico
m Acidente crotdlico
= Acidente lagquético
= Acidente elapidico
= Acidente por serpente

nao-peconhente

= Acidente por serpente
néo identificada

Figura 01. Dados epidemiolégicos dos acidentes ofidicos ocorridos em 2010 no Brasil.
(Brasil, 2011).

1.2. GENERO Bothrops

Recentes reformulacbes taxondmicas, fundamentadas em
reconhecer a evolugdo, distribuicdo geografica e morfologia comparada de
linhagens distintas de serpentes, afetaram diretamente a taxonomia do género
Bothrops, sendo este atualmente preservado, mas fragmentado em outros
quatro géneros distintos: Bothriopsis, Bothrocophias, Bothropoides e
Rhinocerophis. Neste trabalho, para citagcbes nao especificas, o termo
“botropico(a)” sera usado para abranger os géneros citados neste paragrafo
(Uetz et al., 2011; Bérnils e Costa, 2011).

No territério brasileiro, serpentes botropicas compreendem 26
espécies (Bérnils e Costa, 2011) que sao responsaveis por 73% dos acidentes
ofidicos. De acordo com o Ministério da Saude, mais de 18.000 acidentes
botrépicos ocorreram no ultimo ano no pais, com taxa de mortalidade de
aproximadamente 0,5% dos casos tratados (Zeni et al., 2007; Pinho e Pereira,
2001; Brasil, 2011).

O veneno de serpentes botrdpicas apresenta uma complexa mistura
de toxinas com diferentes propriedades toxicas e enzimaticas que sdo usadas
para imobilizagdo e eventual morte da presa. Entre os componentes do veneno
estao incluidas neurotoxinas e enzimas como as fosfolipases, fosfodiesterases,
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metaloproteinases e proteases que agem degradando proteinas dos tecidos de
maneira nao especifica clivando proteinas plasmaticas por hidrélise e alterando
o funcionamento das plaquetas (Braud et al., 2000; Matsui et al., 2000; Soares
et al., 1997; Porto et al., 2007).

Tais substancias podem ter atividades hemorragica, coagulante,
proteolitica e miotdxica que resultam em processos inflamatérios, destruicao
dos tecidos e dano a parede dos vasos sanguineos (Teibler et al., 1999; Vieira
et al., 2004; Spadacci-Morena et al., 2006; Santoro et al., 2008).

1.3. GENERO Bothriopsis

Existem seis espécies do género Bothriopsis na América do Sul
(familia Viperidae), comumente conhecidas como jararacas de floresta: B.
bilineata, B. chloromelas, B. medusa, B. oligolepis, B. pulchra e B. taeniata.
Particularmente a espécie B. bilineata inclui duas subespécies reconhecidas: B.
b. bilineata e B. b. smaragdina (Uetz et al., 2011).

As espécies Bothriopsis bilineata e Bothriopsis taeniata manifestam
habito semi-arboricola (Figura 2), camuflando-se com a folhagem da
vegetacao, e se distribuem predominantemente na floresta Amazénica, tendo
mamiferos, anuros e aves como principal dieta alimentar (Campbell e Lamar,
2004; Fenwick et al., 2009).

Figura 02. Subespécies arboricolas do género Bothriopsis. A. Bothriopsis bilineata
smargadina. B. Bothriopsis taeniata (Uetz et al., 2011)

Em relatos de acidentes humanos (Torrez et al., 2009), o veneno de
Bothriopsis taeniata causou edema acentuado no membro acometido (inferior
direito) sem evidéncia de necrose e ou hemorragia no local da picada
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(tornozelo direito). Os exames laboratoriais revelaram apenas uma pequena
alteracao de glébulos brancos apdés duas horas do envenenamento, o que
sugere a inducdo de reacao inflamatéria. Os sinais vitais da vitima
permaneceram estaveis mesmo antes do tratamento soroterdpico, o qual foi
eficiente na neutralizacdo do efeito anticoagulante do veneno de B. taeniata
que, segundo Kuch et al. (1996), é uma caracteristica marcante do veneno
desta serpente, além das atividades hemorrggica e miotdxica.

Em estudo de caracterizagdo enzimatica e biolodgica dos venenos de
serpentes amazdnicas (Bothriopsis bilineata e Bothriopsis taeniata),
camundongos intoxicados experimentalmente com 5 e 10 ug de veneno bruto
de B. taeniata apresentaram acentuada hemorragia peritoneal (local de injecao
do veneno), efeito que estd associado a atividade enzimatica e proteolitica dos
venenos de serpentes da familia Viperidae. A atividade enzimatica é
responsavel por alteracdo de coagulacdo sanguinea e por efeitos
mionecroéticos causados por veneno de serpentes botrépicas. O veneno de B.
taeniata também induziu recrutamento de leucdcitos na cavidade peritoneal em
camundongos intoxicados de forma dose-dependente, caracterizando intensa
resposta inflamatéria. A migracdo de neutréfilos na reagédo inflamatoéria de
ambos os venenos testados é particularmente dependente de metaloproteinase
(Porto et al., 2007).

Para Kuch et al. (1996) a atividade coagulante do veneno de
Bothriopsis taeniata, considerada como o maior fator de letalidade (DL50), é
similar a atividade dos venenos das espécies Bothrops asper e Bothrops atrox,
tipicamente coagulantes.

A andlise cromatografica do conteudo enzimatico do veneno de
Bothriopsis oligolepis (coluna de Sephadex G-100) revelou trés picos de
proteinas com atividade para fosfodiesterase, protease e PLA2. A atividade
proteolitica responsavel pelos fenébmenos de incoagulabilidade, hemorragia,
lesbes de membranas e destruicdo de lipidios de tecidos distintos foi causada
principalmente por PLA2 (Lerma et al., 2004).

Varios estudos recentes tém mostrado que venenos de Bothrops
(Zamuner et al., 2004; Abreu et al., 2007) e suas PLA2 (Rodrigues-Simioni et
al., 1983; Gallacci e Cavalcante, 2010) podem produzir bloqueio neuromuscular
in vitro. Embora o principal sitio de acao para este bloqueio parega ser pés-
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sinaptico, ha evidéncias de componentes pré-sinapticos nessa resposta (Cogo
et al., 1998; Borja-Oliveira et al., 2003; Rodrigues-Simioni et al., 2004). Em
contraste com os venenos de Bothrops, pouco é conhecido acerca da atividade
neuromuscular dos géneros relacionados como Bothriechis e Bothriopsis
(antigamente incluidos no género Bothrops) (Campbell e Lamar, 2004). Os
venenos de Bothriopsis contém L-aminoacido oxidase, esterase, peptidase,
fosfodiesterase, PLA2 e atividade proteolitica, bem como atividade coagulante,
hemorragica e miotoxica (Kuch et al., 1996; Porto et al., 2007; Furtado et al.,
2010). Outras atividades biol6gicas desses venenos tem sido pouco estudadas.

1.4. VENENO DA SERPENTE Bothriopsis bilineata

Nossos experimentos preliminares em preparacoes
neuromusculares isoladas de aves e mamiferos in vitro mostraram que o
veneno da serpente Bothriopsis bilineata apresenta alta neurotoxicidade, que
foi semelhante a outros venenos botrépicos que também induzem bloqueio da
transmissdo neuromuscular como o da Bothrops insularis (Cogo et al. 1993),
Bothrops neuwiedi e Bothrops marajoensis (Rodrigues-Simioni et al. 2004,
Cavalcante et al., 2011). Apesar de o envenenamento por serpentes da
espécie em estudo nao representar problema de saude publica por sua
distribuicdo se limitar a regides pouco habitadas, as manifestacbes clinicas
relatadas sdo similares ao de outras espécies botrdpicas sem manifestagéo de
neurotoxicidade (Warrell, 2004).

A neurotoxicidade é uma atividade atipica em casos de
envenenamento por serpentes botrdpicas, mas quando presente pode indicar
um processo de divergéncia adaptativa da espécie, pois os componentes das
peconhas podem variar entre as espécies, podendo haver variabilidade até
mesmo na populacdo. Fatores como estado fisiolégico, nicho ecoldgico, habitat
e dieta alimentar participam na modificagcdo de seu conteudo total, induzindo a
producdo macica de um ou mais tipos de proteinas, ao desaparecimento ou a
aparicao de um novo fator protéico (Russel, 1983).

Porto et al. (2007) relataram que em camundongos intoxicados
experimentalmente com veneno da serpente B. bilineata, houve importante
atividade inflamatéria, quantificada pela migracdo de neutrofilos para a
cavidade peritoneal (local de inje¢do), porém menos intensa, quando
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comparada a atividade induzida pelo veneno da serpente B. taeniata. A
marcante atividade hemorragica do veneno da B. taeniata ndo foi vista nos
animais intoxicados com o veneno de B. bilineata.

A B. b. smaragdina é citada como uma das principais serpentes

responsaveis por acidentes no Peru (Zavaleta e Salas, 1996).

1.5. FISIOPATOLOGIA DA JUNCAO NEUROMUSCULAR

1.5.1. Mecanismos que regem a transmissao neuromuscular

A juncao neuromuscular (placa motora) é a regiao de insercao das
terminagdes nervosas nas fibras musculares. As membranas da célula nervosa
“pré-sinaptica” e da célula muscular “pés-sinaptica” sdo separadas por uma
fenda com cerca de 20 a 30 nm (fenda sinaptica), local de liberacdo de
neurotransmissores. Préximo a placa motora, o axénio perde a bainha de
mielina e se divide em varios ramos delgados (aproximadamente 2 pm de
espessura), tendo em cada uma de suas extremidades multiplas expansdes
denominadas de “botdes sinapticos”, pelos quais os neurotransmissores sao
liberados para a fenda sinaptica. Cada botdo fica sobreposto as fendas
subneurais (depressdes profundas na superficie da fibra muscular), local de
alta densidade de receptores colinérgicos (Figura 3). Cada botao sinaptico
contém a maquinaria necessaria para liberar o neurotransmissor, que inclui:
vesiculas sinapticas (armazenam acetilcolina — ACh), complexo de
acoplamento (complexo protéico de exocitose das vesiculas), zona ativa (sitio
de liberagdo do neurotransmissor) e canais de Ca?* voltagem-dependente
(permitem a entrada de Ca?* na terminacdo a cada potencial de agédo). O Ca?*
desencadeia a fusao das vesiculas sinapticas com a zona ativa, liberando seu
conteudo para a fenda sinaptica (Guyton, 2002; Kandell et al., 1997).
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Figura 03. Juncao neuromuscular.

Quando um potencial de agcédo se propaga pelo terminal, canais de
Ca?* voltagem-dependente se abrem permitindo o influxo em massa deste ion
para o interior da terminagao nervosa. Por sua vez, admite-se que os ions Ca?*
exercam influéncia sobre as vesiculas de ACh, atraindo-as para a membrana
pré-sinaptica adjacente aos sitios de liberacdo. A seguir as vesiculas se
fundem com a membrana e liberam ACh, na fenda sinaptica, pelo processo de
exocitose. O processo de fusao das vesiculas de ACh a membrana celular pré-
singptica € desencadeado pela acédo das proteinas do complexo SNARE. As
vesiculas sinapticas séo transportadas pelos filamentos de citoesqueleto até se
ligarem as zonas ativas da membrana pré-sinaptica préximas a canais de Ca?*
processo denominado de tethering ou targeting. A vesicula entdo se ancora
(docking) com o complexo molecular SNARE imediatamente adjacente a um
canal de Ca?*, sendo ATPase-dependente o processo de engatilhamento da
maquinaria de fusdo (priming). Assim, a vesicula sinaptica pode proceder a
fase de fusdo com a membrana plasmatica (fusion) e liberar seu contetdo
(ACh) para a fenda sinaptica quando a concentragdo de Ca?* alcanga um nivel
critico. A vesicula vazia € entao re-captada e reciclada no terminal nervoso
(Guyton, 2002; Chapman, 2008).
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Figura 04. Reciclagem de vesiculas sindpticas no terminal nervoso. Abreviagdo: NT;
neurotransmissor (Chapman, 2008).

A exocitose neuronal € mediada por proteinas do complexo SNARE
que podem estar associadas as vesiculas sinapticas (v-SNARE -
sinaptobrevina) ou @ membrana plasmatica pré-sinaptica (-SNARE — sintaxina
e SNAP-25). O nudcleo deste complexo protéico € constituido por um feixe de
quatro hélices em que a SNAP-25 contribui com duas hélices, e sinaptobrevina
e sintaxina - com suas ancoras de membrana incorporadas na vesicula e na
membrana plasmatica, respectivamente — contribuem com uma hélice cada
(Figura 5) (Chapman, 2008). Apds fusdo completa, os neurotransmissores
(ACh) sdo entéo liberados na fenda sindptica ficando livres para interagir com
0s receptores colinérgicos subjacentes a membrana plasmatica da fibra

muscular.

pré-montagem montagem parcial montaaem total

Figura 05. Complexo SNARE simplificado durante o processo de fusdo da vesicula a
membrana plasmatica do terminal nervoso. Abreviagdo: Sib (Sinaptobrevina); Six
(Sintaxina) (Chapman, 2008).
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Os receptores colinérgicos sao canais idnicos regulados pela ACh
que permanecem contraidos até que duas moléculas de ACh se fixem,
respectivamente, as duas a-subunidades das proteinas. Isso acarreta alteracéo
conformacional que abre o canal permitindo um grande influxo de ions Na*
para o interior da fibra muscular. Uma variacdo local de potencial positivo &
criada no interior da membrana da fibra muscular, denominado de potencial de
placa motora. Por sua vez, esse potencial da placa motora inicia um potencial
de acéo, que se propaga ao longo da membrana muscular e, dessa forma,
acarreta a contracdo muscular. Uma vez liberada na fenda sinaptica, a ACh
continua ativando os receptores colinérgicos enquanto persistir ali, entretanto, a
maior parte é degradada pela enzima acetilcolinesterase, principalmente, ou se
perde para fora da fenda deixando de agir nos receptores (Guyton, 2002).

A fibra muscular esquelética é tdo grande, que os potenciais de acao
que se propagam ao longo da superficie de sua membrana quase nao causam
fluxo de corrente nas areas mais profundas da fibra. Entretanto, para acarretar
uma contragdo muscular, essas correntes elétricas penetram profundamente a
fibra muscular atingindo todas as miofibrilas por meio dos tubulos transversos
(tubulos T), prolongamentos internos da membrana plasmatica, adjacentes as
cisternas do reticulo sarcoplasmatico. Uma das caracteristicas especiais do
reticulo sarcoplasmatico é a alta concentragdo de Ca?* dentro de seus tubulos
vesiculares. Muitos desses ions sao liberados para o sarcoplasma quando um
potencial de acdo ocorre no tubulo T adjacente. O Ca?* disperso interage na
posicdo TnC do complexo troponina liberando a posicao Tnl, antes ligada a
uma actina globular (Act-G). A exposicdo dos sitios da Act-G permite a
interacdo com as projecdes das cadeias de miosina (cabecas). Esse fenémeno
desencadeia o processo contratil de miofibrilas, 0 que caracteriza a contracéao
muscular (Figura 4). Uma vez cessado o estimulo (repolarizagdo da membrana
muscular), restabelece-se o0 sistema de transporte ativo do reticulo
sarcoplasmatico e o excesso de Ca?* retorna para seu interior, cessando a
contracao (Beltramini, 1997; Guyton, 2002; Ferreira, 2005).

1.5.2. Atividade neuromuscular de venenos e toxinas ofidicas
Preparacdes nervo-musculo de mamiferos (camundongo e rato),

aves (pintainho) e anfibios (sapos e ras) sdo amplamente usadas
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preliminarmente para examinar os efeitos de venenos e toxinas sobre a
transmissdo neuromuscular. No entanto, as preparacdées nervo frénico-
diafragma de camundongo e biventer cervicis de pintainho tém sido mais
amplamente usadas e, por conseguinte, permitem comparar e complementar
resultados em estudos sobre a agao de venenos e de suas toxinas (Hodgson e
Wickramaratna, 2002). A partir de preparacdes neuromusculares isoladas e
aplicando-se as técnicas de registros miogréficos e eletrofisiolégicos é possivel
compreender o mecanismo de agado de toxinas peptidicas provenientes de
venenos ofidicos, ou de qualquer outra natureza, o que pode representar
instrumentos valiosos no esclarecimento, principalmente ao nivel molecular, de
fenbmenos fisiol6gicos, farmacolégicos e fisiopatolégicos. J&4 € sabido que
toxinas peptidicas de natureza ofidica podem apresentar uma gama de
mecanismos de agdo que afetam direta ou indiretamente a neurotransmissao
causando grandes alteracdes funcionais que levam a presa a paralisia. Por
esse motivo serd brevemente apresentado uma revisdo dos mecanismos de
acdo de toxinas ofidicas em canal de potassio, terminagdes nervosas,
receptores nicotinicos da placa terminal e sobre as colinesterases, em
membrana de células excitaveis e ndo excitaveis.

A dendrotoxina, proteina isolada da peg¢onha da serpente elapidica
Dendroaspis augusticepis (Eastern green mamba), é responsavel por acentuar
a resposta contratil da estimulacéo indireta do musculo esquelético bloqueando
canais de potassio nas terminagdes nervosas, mas nao na membrana das
fibras musculares (Harvey e Anderson, 1983). As classicas toxinas ofidicas pré-
singpticas atuam nas terminagées nervosas motoras inibindo a liberacdo de
acetilcolina e/ou aumentando a liberacdo desse neurotransmissor. A maior
parte das toxinas tipicamente pré-sinapticas ja isoladas e bioquimicamente
caracterizadas provém de peconhas das serpentes elapineas, no entanto
outras toxinas foram isoladas de venenos de espécies crotalineas, como

mostra a tabela 1.
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Tabela 01. Principais toxinas ofidicas com atividade pré-sinaptica e espécies de

serpentes elapineas e crotalineas de origem, respectivamente.

Toxina Serpente de origem Referéncias
B-bungarotoxina Bungarus multicinctus’ Lee e Chang, 1966
Ceruleotoxina Bungarus fasciatus' Ho e Lee, 1983
: : Karlson et al., 1972; Datymer
Notexina Notechis scutatus scutatus’
e Gage, 1973
o Oxyuranus scutellatus Kamenskaya e Thesleff,
Taipoxina
scutellatus’ 1974
Paradoxina Parademansia microlepdotus' Fohlman, 1979
Textilitoxina Pseudonaja textilis' Su et al.,, 1983

. Crotalus durissus terrificus® _ _
Crotoxina : Vital Brazil e Excell, 1970
Crotalus durissus cascavella®

Gopalakrishnakone et al.,

Mojave-toxina Crotalus scutullatus scutullatus® 1980

'serpentes elapineas; °serpentes crotalineas

Todas as toxinas pré-sinapticas exercem atividade PLA2 que €, na
maioria delas, essencial para a manifestacdo de seus efeitos biologicos.
Produzem alteragbes ultraestruturais nas terminagbes nervosas e, com
excegao da B-bungarotoxina, exercem acdo miotéxica. Representam o0s
compostos mais tdxicos dos venenos ofidicos, embora sua toxicidade seja
variavel em diferentes espécies animais (Vital Brazil et al., 1966; Chang, 1979).
Os mecanismos pelos quais bloqueiam ou aumentam a liberagcdo de
acetilcolina ndo se acham totalmente esclarecidos, embora algumas hipéteses
tenham sido formuladas para explica-los (Wernicke et al., 1975; Hawgood e
Smith, 1977; Vital Brazil et al., 1979; Rodrigues-Simioni et al., 1990). Acerca do
mecanismo de acado da B-bungarotoxina, Rowan (2001) sugere que a
facilitacdo da transmissao neuromuscular seja devido a capacidade desta
toxina em se ligar e bloquear um tipo de canal de potassio voltagem-
dependente, enquanto que o subsequente bloqueio é provavelmente devido a
destruicdo do terminal nervoso mediada pela atividade PLAz.

Com relagdo a neurotransmissdo, a insuficiéncia metabdlico-
anatdmica da regido pré-sinaptica do terminal nervoso motor pode estar
relacionada, basicamente, a redugdo da entrada do ion Ca?*, desestabilizagéo
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do potencial de membrana (Gallacci e Cavalcante, 2010), defeito na sintese de
ACh ou no seu acondicionamento vesicular acarretando, consequentemente, a
diminuicdo de sua liberacdo na fenda sinaptica. Em especial, falhas na
abertura dos canais de Ca?* voltagem-dependente (CCVD), representados por
trés familias diferentes de canais (Cav1, Cav2 e Caus), resultam na falta de ion
Ca?* no terminal nervoso, o que pode levar a importantes conseqiiéncias. O
resultado mais relevante de tais falhas é o comprometimento da fusao entre as
vesiculas sinapticas portadoras de neurotransmissores com as zonas ativas,
processo este que é modulado por CCVD do tipo Cave e pelo complexo
protéico SNARE na juncao neuromuscular (Hanson et al., 1997). Geralmente,
os CCVD sao responsaveis por mediar a neurotransmissdo nas sinapses
rapidas por high voltage-activated (Cavi e Cav2) ou low voltage-activated (Cavs)
e podem ser bloqueados por toxinas peptidicas, como as classicas w-
conotoxinas dos moluscos do género Conus, a w-agatoxina da aranha
Agelenopsis aperta e calciseptina da serpente Dendroaspis polylepis (Weille et
al., 1991; Adams et al., 1993; Urbano et al., 2008).

As a-neurotoxinas classicas, como a-bungarotoxina, exercem
atividade poés-sinaptica por se ligarem a receptores nicotinicos da placa
terminal impedindo a sua interagdo com o0 neurotransmissor e demais
agonistas (Lee, 1970). Recentemente Rey-Suarez et al. (2012) caracterizaram
bioquimicamente e funcionalmente uma nova a-neurotoxina da familia das
three-fingers isolada do veneno Micrurus mipartitus, a mipartoxina-l, que causa
potente bloqueio neuromuscular por antagonizar receptores nicotinicos a
semelhanca do que faz a a-bungarotoxina. Esse mecanismo de acado nao é
observado em serpentes da familia Viperidae, no entanto, o veneno de
Bothrops alcatraz produz blogqueio neuromuscular através de uma acao
predominantemente pds-sinaptica envolvendo a combinacao da interagcdo com
receptores nicotinicos e dano as fibras musculares, como sugerido por Moraes
et al. (2012).

Os venenos das serpentes Dendroaspis augusticepis e D. polypepis
polypepis possuem toxinas anticolinesterasicas que causam fasciculagéo
muscular, por isso sao também chamadas de fasciculinas e podem exercer a-

neurotoxicidade e cardiotoxicidade (Karlsson et al., 1984).

40



1.6. FOSFOLIPASE A2

As fosfolipases A2 (PLA2) sdo enzimas que hidrolisam o éster ligado
na posicao sn-2 1,2-diacyl-sn-3-fosfolipideo liberando acidos graxos e
lisofosfolipideos. Esta superfamilia de enzimas abrange, pelo menos, dez
diferentes grupos de PLA2 as quais estdo localizadas tanto intra como
extracelularmente (Valentin et al., 1999). Venenos originarios de diferentes
animais peconhentos sao fontes ricas de PLA2 (Rosemberg, 1990). No que diz
respeito as PLA2 oriundas de venenos ofidicos geralmente sdo de baixo peso
molecular (~14 kDa) e, baseando-se em suas estruturas primarias, estdo
classificadas em duas classes: classe | inclui PLA2 de serpentes Elapidae e a
classe Il inclui aquelas de serpentes Viperidae (Valentin e Lambeau, 2000;
Toyama et al., 2001; Lomonte et al., 2003; Gallacci e Cavalcante, 2010).

As PLA2 de classe Il, ditas como classicas miotoxinas, sao
diferenciadas em dois subtipos baseando-se primordialmente pela presenca de
um residuo conservado de acido aspartico na posicao 49 nas PLA2 D49
(Asp49), cataliticamente ativas, ou pela sua substituicdo por uma lisina nas
PLA2 K49 (Lys49) homologas, inativas ou com baixa atividade catalitica (Kaiser
et al., 1990; Maraganore et al., 1984). Normalmente essas toxinas induzem
miotoxicidade sistémica (rabdomidlise) associada com mialgia generalizada,
aumento de marcadores plasmaticos de lesdo muscular, tais como
creatinoquinase (CK), e mioglobinuria (Warrell, 1995; Gutiérrez et al., 2008).

Apesar do papel inato dessas enzimas no veneno ser provavelmente
digestivo, no decurso da evolucdo, algumas PLA2 emergiram também por
apresentarem certa atividade fisiopatolégica. Com efeito, dentre as muitas
atividades farmacoldgicas atribuidas as PLA2, a neurotoxicidade tem atraido
particular atencao, pois a sua presenca nos venenos em geral e, em particular,
nos venenos ofidicos, esta relacionada a paralisacdo da presa e ao
componente mais toxico (Kini, 1997; Valentin et al., 1999). Entretanto, apesar
de numerosos esforcos terem sido feitos, para esclarecer as bases moleculares
dessa neurotoxicidade bem como avaliar a possibilidade dessas toxinas serem
empregadas como instrumentos de pesquisa para o esclarecimento dos
fenbmenos que regem a neurotransmissao, o processo fisiopatolégico continua
ainda pouco entendido.

Neurotoxinas pés-sinapticas (a-ntxs) estao presentes principalmente
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na forma nao-enziméatica (three-fingers) em venenos de serpentes Elapidae e
em alguns de Colubridae, porém venenos com neurotoxinas pré-sinapticas (-
ntxs) exibem atividade catalitica. Para os venenos elapidicos, a-ntxs trabalham
em sinergismo com B-ntxs ou citotoxinas, enquanto que em alguns venenos de
Viperidae, B-ntxs podem contribuir diretamente para os efeitos mionecroético,
anticoagulante ou hipotensivo, ou ainda interagir com outros componentes do
veneno potencializando esses efeitos (Tsai e Hseu, 2009; Pawlak et al., 2006).

As neurotoxinas PLA2 que agem pré-sinapticamente, aumentando e
posteriormente bloqueando a liberacdo de acetilcolina dos terminais nervosos
motores somaticos, estdo entre as proteinas mais téxicas dos venenos ofidicos
(Beghini et al., 2004; Rowan, 2001; Chang et al., 1972). A faléncia da
neurotransmissao associada com paralisia respiratoria representa o sintoma
mais pronunciado no quadro de envenenamento. As quatro toxinas mais
estudadas deste grupo sdo a [(-bungarotoxina, a crotoxina, a notexina e a
taipoxina, secretadas pela krait taiwanesa Bungarus multicinctus, pela cascavel
sul-americana Crotalus durissus terrificus, pela serpente tigre australiana
Notechis scutatus e pela serpente taipan Oxyuranus microlepidotus,
respectivamente. Estas toxinas se caracterizam pela presenca de uma
subunidade que contém uma cadeia basica que exibe atividade PLA2. Este
denominador comum tem levado varios grupos de pesquisadores a investigar o
papel das PLA2 na expressdo da atividade neurotdxica (Rigoni et al., 2004;
Rigoni et al., 2005; Liou et al., 2006).
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JUSTIFICATIVA
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2. JUSTIFICATIVA

Os venenos animais sao ricas fontes de neurotoxinas polipeptidicas
usadas como instrumentos farmacolégicos em numerosos estudos
farmacoldgicos, fisiologicos e em processos fisiopatolégicos. A disponibilizagao
de novas neurotoxinas ja caracterizadas tanto bioquimicamente quanto
farmacologicamente aumenta o grupo de substancias potencialmente
empregaveis nesses estudos.

Nas ultimas décadas, muitas neurotoxinas pré-sinapticas, aquelas
chamadas de B-neurotoxinas, tém sido isoladas de venenos de serpentes das
familias Viperidae e Elapidae tais como crotoxina, B-bungarotoxina e taipoxina
de Crotalus durissus terrificus, Bungarus multicinctus e Oxyuranus scutellatus,
respectivamente, as quais tém sido amplamente aplicadas em pesquisas de
ambito fisiopatoldégico. No entanto, neurotoxinas pré-sinapticas sdo incomuns
em venenos de Bothrops e pouco € conhecido sobre a capacidade destes
venenos de causarem neurotoxicidade. Embora o principal sitio de agédo de
venenos botropicos paregca ser pos-sinaptico, normalmente causando
miotoxicidade, ha evidéncias da presenca de componentes pré-sinapticos
nesses venenos.

O presente trabalho é o primeiro estudo sistematico a abordar a
farmacologia do veneno de serpente pertencente ao género Bothriopsis. Os
experimentos preliminares mostraram que o veneno de Bothriopsis bilineata
smaragdina exibe potente acdo bloqueadora neuromuscular incluindo-o no
grupo dos poucos venenos botropicos que exibem poténcia inibidora da
neurotransmissao semelhante aos venenos das serpentes tipicamente
neurotoxicas como aquelas pertencentes ao género Crotalus e Micrurus. Além
disso, ha evidéncias de que componentes do veneno atuem no terminal
nervoso motor esquelético ao contrario da maioria dos venenos botropicos que
causam severos danos as fibras musculares.

Desta forma, a caracterizagdo farmacolégica de componentes de
acao pré-sinaptica originarios de venenos botrépicos a partir de uma ampla
abordagem eletrofisiologica muito contribuiria para o entendimento da

fisiopatologia do envenenamento.
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3. OBJETIVO
Estudar os efeitos do veneno da serpente Bothriopsis bilineata
smaragdina sobre aa jungdo neuromuscular de preparagdes nervo-musculo

isoladas de aves e mamiferos in vitro.

3.1 Objetivos especificos

Estudar o efeito do veneno total de B. b. smaragdina sobre a

transmissao neuromuscular;

e |Isolar a fracao ativa responsavel pelos efeitos do veneno sobre a juncao

neuromuscular;

e Investigar o mecanismo de acao da fracao ativa sobre canais voltagem-

dependente e sobre receptores nicotinicos da placa motora;

e Investigar o mecanismo de acdo do veneno total e da fragcdo isolada
sobre 0 movimento de Ca?* em fibras musculares e cultura celular de

neuroblastoma.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. REAGENTES

Todos os reagentes e sais com alto grau de pureza foram obtidos
dos laboratérios: Sigma-Aldrich Inc. (St. Louis, MO, USA), Abbott Lab. do Brasil
Ltda. (Sao Paulo, SP, Brasil), Merck Inds. Quimicas S. A. (Rio de Janeiro, RJ,
Brasil), Quimibras Inds. Quimicas S. A. (Rio de Janeiro, RJ, Brasil), Labsynth
Prod. para Lab. Ltda. (Diadema, SP, Brasil) e Cetus Ind. e Com. de Prod.
Quimicos Ltda. (Santo Amaro, SP, Brasil).

4.2. MATERIAL BIOLOGICO DE INTERESSE

4.2.1. Veneno total da serpente B. b. smaragdina

O veneno total de B. b. smaragdina foi fornecido pelo Prof. Dr.
Ronaldo Navarro Oviedo (Laboratory of Biological Chemistry, Academic and
Biological School of the National University of San Agustin, Arequipa, Peru). O
pool de veneno foi obtido de serpentes adultas, de ambos os sexos, capturadas
na regiao amazénica. O veneno foi desidratado e estocado a —20°C. Quando
requerido, o veneno foi dissolvido em solugdo tampéao fisiolégico antes de ser
empregado nos protocolos experimentais com preparagdes neuromusculares

isoladas ou em solugédo tampéao especifica para cromatografia.

4.2.2. Fracoes nao puras (picos P1-P3) e PLA2 (Bbil-TX)

Os picos (P1—P3) obtidos do veneno total por cromatografia de
exclusdo molecular em coluna de resina Sephadex G-75, bem como o pico P2-
lll isolado a partir de P2 por HPLC de fase reversa e que apresentou alta
atividade PLA2, foram fornecidos pelo Departamento de Bioquimica do Instituto
de Biologia da Unicamp.

O veneno total (50 mg) foi homogeneizado em 1 mL de tampéo
bicarbonato de aménio (1 M). Esta solugdo de veneno foi centrifugada a 9000
rpm por 3 minutos para clarificagdo. O sobrenadante obtido foi entdo aplicado a
coluna, previamente equilibrada com AMBIC (0,2 M). A coluna foi eluida com
tampao bicarbonato de aménio (0,2 M) a um fluxo constante de 0,25 mL/min e
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monitorado a 280 nm. As fracbes foram coletadas, liofilizadas e estocadas a -
20 °C.

A fracdo nao pura com atividade PLA2 (Pz), obtida na cromatografia
em Sephadex G-75 foi purificada em HPLC de fase reversa. O sistema
cromatografico usado foi o HPLC-PDA 991 (Waters), equipado com duas
bombas Waters modelo 510/B, um injetor automatico de amostras U6K com um
“loop” de 200 yL e um coluna y-Bondapak C-18 0,78 X 30 cm, previamente
equilibrada com TFA (acido trifluoroacético 0,1 %), pH 3,5. Foram aplicados 5
mg da fragéo dissolvida em 120 pL de tamp&o A (TFA) e 80 puL de AMBIC bruto
(1 M). A eluicdo das amostras foi realizada usando-se um gradiente linear (0-
100%) com tampao B (acetonitrila 60% e TFA 0,025%). A corrida
cromatografica foi realizada a um fluxo constante de 1 mL/min e monitorada em
absorbancia de 280 nm. O procedimento foi novamente realizado com uma das
fracOes desta segunda etapa cromatografica (P2-lll) que apresentou maior
atividade PLA2.

Em adicao, a fragcdo P2-lll foi submetida a eletroforese em gel de
poliacrilamida como descrito por Laemmli (1970). As placas de poliacrilamida
feita de modo descontinuo apresentam um gel de concentracdo de 5% e um
gel de corrida de 12,5%. As placas foram preparadas com solucdo de
acrilamida estoque (30% T; 0,8% C). O gel (5%) foi preparado com tampao
Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8 e o gel de corrida foi feito com tampao Tris-HCI 1,0 M,
pH 8,8. Em ambos os géis, foram acrescentados 0,1% (v/v) de SDS 20%
(dodecil-sulfato de sédio). A eletroforese PAGE-SDS foi realizada em um
sistema duplo de mini placas SE 250 Mighty Small Il (Hoefer Scientific
Instruments). As amostras e os marcadores de massa molecular foram
dissolvidos em tampao de amostra (Tris-HCI 0,075 M; pH 6,8; 10% de glicerol;
4% de SDS; 0,001% de bromofenol). A corrida foi realizada a 30 mA. Os géis
foram corados com solugdo de Coomassie Blue 0,05% a 37°C, o excesso de
corante foi removido em 4cido acético 7%.

A caracterizacdo bioquimica e estrutural do pico P2-lll, executada
paralelamente aos estudos farmacol6gicos aqui abordados, revelou uma PLA:2
Asp49 com massa molecular de 14243.8 Da que foi denominada Bbil-TX, como
descrito por Carregari et al. (2013).
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4.3. ANIMAIS

4.3.1. Fornecidos pela Universidade Estadual de Campinhas

Foram utilizados pintainhos da linhagem HY-LINE W 36 (40 g; 4-8
dias) fornecidos pela Globo Aves Agricola Ltda. (Campinas, SP) e
camundongos machos de linhagem SWISS (20 a 35 g; 8 semanas) obtidos do
Centro Multidisciplinar para Investigacao Biol6gica (CEMIB) da UNICAMP. Os
animais foram mantidos em caixas com cama de maravalha (10 animais por
caixa) em ambiente com temperatura controlada (23 °C) e ciclos de claro-
escuro de 12 horas, com fornecimento de agua clorada e racao industrial ad
libitum. Os animais foram eutanasiados com isoflurano (sedagéao por inalagéo)
e os protocolos experimentais foram realizados de acordo com as normas da
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL) e
aprovados pelo Comité de FEtica em Experimentagdo  Animal
(CEEA/IB/UNICAMP), protocolado sob n.° 2267-1 (anexo).

4.3.2. Fornecidos pela University of Strathclyde

Foram utilizados camundongos machos de linhagem Balb C (20 a 35
g; 8 dias) obtidos do Strathclyde Institute of Pharmacy and Biomedical Sciences
(SIPBS) da University of Strathclyde. Os animais foram mantidos em caixas
com cama de maravalha (12 animais por caixa) em ambiente com temperatura
controlada (21 °C) e ciclos de claro-escuro de 12 horas, com fornecimento de
dieta padrdo para roedores. Os animais foram eutanasiados em camara de

CO2 de acordo com o UK Home Office guidelines.

4.4. PREPARACAO ISOLADA MUSCULO BIVENTER CERVICIS DE
PINTAINHO (BC)

Os animais foram eutanasiados sob anestesia em camara com
isoflurano (Cristalia). A preparacao foi isolada e montada em cubas de 5 mL
contendo solucdo Krebs (composicdo em mM: NaCl 118,6; KCI 4,69; CaClz
1,88; KH2PO4 1,17; NaHCO3 25 e glicose 11,65) sob aeracdao constante com
carbogénio de acordo com método descrito por Ginsborg e Warriner (1960),
sendo realizados os ensaios em banho Panlab Automatic Organ Bath a 37 °C.
Cada musculo isolado foi tensionado a 1 g/cm (transdutor isométrico
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Adinstruments TRI201AD) e submetido a estimulos supramaximais (0,1 Hz; 0,2
ms) por eletrodos bipolares posicionados entre tenddao e musculo para se obter
estimulacdo de campo (estimulador Panlab LE 12406 TC). As respostas
contrateis e contraturas, induzidas por KCl 40 mM e ACh 110 uM na auséncia
de estimulacao elétrica antes e apds tratamento da preparagdo com veneno
total, picos P1—P3 ou Bbil-TX, foram registradas em software LabChart 6.0 por
meio de transdutores isométricos (Adinstruments TRI201AD). O registro da
resposta contratil foi observado, apds adigdo de veneno total, picos P1-P3 ou
Bbil-TX em diferentes concentragbes para determinar seus efeitos na juncéo
neuromuscular, por 120 minutos ou até ocorréncia de bloqueio total. Alguns
experimentos foram feitos em preparagdes pré-incubadas com d-tubocurarina
(d-Tc; 14,7 uM) para avaliar o efeito do veneno total, dos picos P1-P3s ou da
Bbil-TX quanto a resposta muscular sob estimulagédo direta usando-se pulsos
supramaximais (0,1 Hz; 2 ms). Algumas preparacdes foram incubadas a 22-24
°C para observar a influéncia da temperatura sobre o efeito induzido pelo
veneno ou pelas fragdes (Figura 06).

Figura 06. Fotografia da dissecagdo da regiao posterior do pescog¢o de pintainho e

isolamento dos musculos biventer cervicis (BC).

4.5. PREPARACAO ISOLADA NERVO FRENICO-DIAFRAGMA DE
CAMUNDONGO (NFD) - UNICAMP

Os animais foram eutanasiados sob anestesia em camara com
isoflurano e posteriormente exsanguinados. Apds a dissecacao foram retirados
os hemidiafragmas e isolados os nervos frénicos correspondentes. As
preparacdes foram montadas em cubas de 5 mL contendo solucdo Tyrode
(composicao em mM: NaCl 137; KCI 2,7; CaClz 1,8; MgCl2 0,49; NaH2PO4 0,42;
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NaHCOs 11,9 e glicose 11,1) sob aeragao constante por carbogénio de acordo
com método descrito por Bilbring (1946), sendo os ensaios realizados em
banho a 37°C. Cada musculo isolado foi tensionado a 5 g/cm (transdutor
isométrico LOAD CELL BG-25 GRAMS) e submetido a estimulos
supramaximais indiretos (0,1 Hz; 0,2 ms;), sendo o nervo-frénico posicionado
sobre eletrodos bipolares (estimulador GRASS S88), entretanto, para
protocolos com estimulacao direta, os eletrodos bipolares foram posicionados
em contato direto com o0 muasculo. As respostas contrateis foram registradas em
fisiografo GOULD RS3400 por meio de transdutores isométricos (LOAD CELL
BG-10 GM). O registro das respostas contrateis foi observado, apés adicao de
veneno total, dos picos P1-P3 ou da Bbil-TX em diferentes concentracées para
avaliar seus efeitos na jungdo neuromuscular, por 120 minutos ou até
ocorréncia de bloqueio total (Figura 07).

Figura 07. Fotografia de hemidiafragma (HD) isolado de camundongo com nervo
frénico (NF) preservado.

Alguns experimentos foram feitos usando-se preparacbes pré-
incubadas com d-tubocurarina (d-Tc; 14,7 uM) e diretamente estimuladas (0,1
Hz; 2 ms) para avaliar o efeito do veneno total, picos P1-P3 ou Bbil-TX sobre a
resposta muscular. Para avaliar a influéncia da temperatura sobre o efeito
neuromuscular induzido pelo veneno total ou Bbil-TX, algumas preparacdes
foram incubadas a 22-24 °C por 120 min.
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4.6. PREPARACAO ISOLADA NERVO FRENICO-DIAFRAGMA DE
CAMUNDONGO (NFD) — UNIVERSITY OF STRATHCLYDE

Os animais foram eutanasiados em camara de CO2 de acordo com o
UK Home Office guidelines. Ap6s a dissecacdo foram retirados os
hemidiafragmas e isolados os nervos frénicos correspondentes. As
preparacées foram montadas em cubas de 5 mL contendo solu¢do nutritiva
Krebs modificada (composicdo em mM: NaCl 119; KCI 4,7; NaHCOs 25;
KH2PO4 1,2; MgS04.7H20 1,2; CaCl2 1,8 e glicose 5,5) sob tensdo de 1 g/cm e
aeracao constante por carbogénio de acordo com método descrito por Bulbring
(1946), sendo os ensaios realizados a temperatura ambiente. As respostas
contrateis foram evocadas por estimulos supramaximais (0,1 Hz; 0,2 ms) dados
por um estimulador Grass S88 acoplado a uma unidade de isolamento de
estimulo Grass 5 (Grass Instrument Co., Quincy, MA, USA) e registradas
isometricamente por um Grass Polygraph D. C. Driver Amplifier 79G e Grass
Force-Displacement Transducers FT03. As respostas musculares foram
registradas e analisadas em software personalizado e atualizado [Chart versédo
5.0.2 (University of Strathclyde, UK)]. Para garantir que a estimulagéo direta da
preparagdo nervo-musculo ndo contribuiu para a tensdo total registrada,
estimulos indiretamente evocados foram completamente bloqueados pela
adicdo de MgClz2 (10 mM) diretamente na cuba uma vez que o excesso de
magnésio bloqueia canais de Ca?* voltagem-dependente presentes no terminal
nervoso. O excesso de MgClz2 foi removido por sucessivas lavagens. As
preparacdes foram mantidas em solugao nutritiva Krebs com baixo Ca?* (0,25—
0,45 mM) durante 15 min sob estimulagéo indireta até adicdo de veneno ou

toxina.

4.7. ESTUDO ELETROFISIOLOGICO

A preparacao hemidiafragma de camundongo com sua face toracica
voltada para cima foi fixada horizontalmente por meio de alfinetes
entomoldgicos em cuba revestida de resina e silicone, preenchida com 2 mL de
solugédo Tyrode (ver composicdo na se¢ao 4.5.) e aerada com carbogénio (95%
O2 e 5% CO2) a temperatura ambiente (25-30°C). A cuba foi posicionada na
platina do microscopio estereoscédpio (Wid M7 S - Switzerland) com
capacidade para aumentos de até 40 vezes.
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Utilizando a técnica convencional de registro com microeletrodo (Fatt
e Katz, 1952), os microeletrodos de vidro foram preparados por meio do
Vertical Pipete Puller (modelo 700D — David Kopf Instruments) e preenchidos
com KCI 3 M, com uma resisténcia entre 10—20 MQ. Os microeletrodos foram
introduzidos intracelularmente nas fibras musculares superficiais na regiao de
placa, com auxilio de micromanipuladores (Leitz, Germany) para as medidas
dos potenciais de membrana em repouso (PM), de placa terminal em miniatura
(PPTM) e de placa terminal (PPT). Os biopotenciais foram obtidos por meio de
um amplificador de sinais (Getting Microelectrode Amplifier, MA, USA) e
observados em osciloscépio Tektronix. Os registros foram armazenados em um
microcomputador (Microtec, SP, Brasil) carregado com um software para
aquisicao de dados (AgDados, Lynx, SP, Brasil). O computador munido de uma
placa conversora A/D foi capaz de digitalizar os biopotenciais e grava-los para
posterior andlise (Figura 08).

Figura 08. Fotografia de hemidiafragma isolado de camundongo vista ao
estereoscopio (20x) indicando a regiao de placa terminal, area em que o microeletrodo
€ inserido “empalado” para captagao dos potenciais. A seta indica o ponto de insercéao

do nervo frénico e o retangulo a regido de placa terminal.

4.7.1. Registro do potencial de membrana em repouso (PM) em
hemidiafragma de camundongo

O efeito do veneno total, dos picos P1-P3 ou da Bbil-TX sobre o PM
foi avaliado em musculo hemidiafragma de camundongo montado em cuba

contendo solugcédo Tyrode (pH 7,0). O potencial de repouso foi registrado com
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microeletrodos de vidro preenchidos com KCI 3 M (resisténcia 10-20 MQ) e
posicionados dentro das fibras musculares na regido de placa terminal. Os
registros exibidos no osciloscépio Tektronix e digitalizados no software
AgDados, como descrito anteriormente, foram obtidos apos adicdo de veneno
e/ou toxinas nos intervalos to (controle), tis, tso, teo, too € t120 (Oshima-Franco et
al., 2004). Ap6s o ultimo registro (t120) foi adicionado carbacol (Cch, 12,5
ug/mL) a solucado nutritiva da cuba para avaliar a atividade dos receptores
nicotinicos pds-singpticos por meio de sua agédo despolarizante. Ao constatar
se houve ou nédo alteragdo do PM pela acdo despolarizante do Cch, foi
efetuada a lavagem da preparacao e ap6s 15 min de repouso o ultimo registro
foi feito.

4.7.2. Registro do potencial de placa terminal em miniatura (PPTM) em
hemidiafragma de camundongo

Os PPTM foram captados através de microelétrodo inserido nas
fibras musculares, na regido da placa motora. Em cada tempo, de trés a cinco
placas motoras foram empaladas em periodo de 1 min e posteriormente
calculou-se a média do numero de potenciais registrados. Os PPTM foram
observados em osciloscépio e em seguida registrados e analisados em
computador com o software ja descrito. Os parametros-controle foram definidos
antes da adicao do veneno total, picos P1-P3 ou Bbil-TX e os PPTM registrados

nos tempos to (controle), ts, t1s, t30, t45 € teo Min.

4.7.3. Técnica cut muscle e registro do potencial de placa terminal (PPT)
em hemidiafragma de camundongo

A técnica cut muscle proposta por Barstad (1962) e modificada para
camundongo por Banker et al. (1983) foi utilizada para impedir a propagacéao
do potencial de acao muscular, evitar o processo contratil e permitir a captagéao
do potencial de placa terminal. Essa técnica consiste em cortar perifericamente,
em toda a sua extensao, as fibras musculares da preparacao hemidiafragma de
camundongo com o nervo frénico preservado. Este procedimento causa queda
do potencial de membrana celular (em torno de -40 mV), com inativagao inicial

dos canais de sbdio, 0 que impede a deflagracdo do potencial de acéo e
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consequentemente paralisia muscular, assegurando assim, o registro de PPT
isentos de potencial de agao (Prior et al., 1993).

Os registros dos PPT foram feitos em resposta a estimulacao
elétrica (supramaximal). Para tal, utiliza-se a estimulacdo elétrica indireta por
meio de eletrodo de platina posicionado no coto distal do nervo-frénico (10-15
V; 0,2 ms; 1 Hz).

4.7.4. Andlise dos PPT: medida do conteudo quantico

O contetudo quéntico de uma resposta sinaptica corresponde ao
namero de vesiculas efetivas liberadas (unidades quanticas) cuja somatéria da
origem ao PPT. No presente trabalho, o “tamanho quéntico” foi a estimativa do
valor unitario. Assim, uma vez obtido em uma célula esse tamanho quantico, o
conteudo quéantico do PPT correspondeu ao quociente entre a sua amplitude e
o tamanho quantico.

Os célculos relativos ao conteudo quantico foram realizados apés a
correcdo dos PPT para a somatéria ndo-linear de quanta, de acordo com a
férmula de EImqvist e Quastel (1965), modificada para a técnica cut muscle
(Oshima et al., 2010)

PPT’ = (PPT) x (PM/PM-PPT)

Onde:
PPT’ = PPT corrigido
PPT = PPT observado
PM = potencial de membrana
Concentragdes de 30 ug/mL de veneno total, picos P1—P3 ou Bbil-TX
(2 uM) foram testadas e monitoradas nos tempos to, ts, 115, t30, t45 € teo Min.

4.7.5. Registro extracelular do potencial de acao composto (PAC) em
nervo-ciatico de camundongo (NC)

Foram utilizados camundongos machos (Balb C) pesando entre 20-
259 para isolamento do nervo ciatico, sendo os animais eutanasiados em
camara de COz de acordo com The United Kingdom Home Office Guidelines. O

nervo ciatico foi removido, com cerca de 5-7 cm de comprimento, e colocado
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em uma placa de Petri para remocéao de tecidos adjacentes e ramificacoes para
facilitar o acesso das drogas e toxinas. O nervo foi entdo montado em uma
cubeta de registro com trés compartimentos cilindricos de 500 uL de
capacidade cada. O isolamento elétrico entre os compartimentos foi feito com
vaselina para preencher as fendas sobre as quais 0 nervo, previamente seco
em papel-toalha fino, foi posicionado de modo a ocupar o0s trés
compartimentos, porém com sua maior extensdo ocupando o compartimento
central. Os dois compartimentos externos foram preenchidos com solugéo
tampéao fisiolégica (composicdo em mM: NaCl 150; KCI 5,4; HEPES 10;
NaHCOs 12; KH2PO4 0,4; MgCl2 1,2; CaClz 1,8; glicose 10; pH 7,4), sendo que
0s compostos avaliados foram adicionados no compartimento central em um
volume de 400 pL. Os experimentos foram realizados em temperatura em
solugao previamente oxigenada por 1 hora antes do inicio dos protocolos.

A técnica extracelular padrao foi empregada para os registros do
potencial de acdo composto do nervo. Dois eletrodos do tipo pellet de prata
cloretada foram usados, sendo um deles mergulhado no compartimento central
da cuba de registro e o outro em um dos compartimentos da extremidade. O
eletrodo de estimulacdo elétrica foi posicionado no outro compartimento
extremo. Os registros foram obtidos através do eletrodo do compartimento
central. O eletrodo terra também foi mergulhado no compartimento central. Um
estimulador Grass S88 foi usado para aplicagdo dos estimulos supramaximais
(1 Hz, 0,05 ms de duracao) através da unidade de isolamento de estimulo
modelo SIU 5A (Grass Instrument Co., Quincy, Mass, USA). Os sinais foram
amplificados através de um transdutor do tipo CED 1902, digitalizados através
de um conversor analdgico-digital DigiData 1200 Interface (Axon Instruments,
Scotland), registrados e analisados posteriormente através do software
WIinWCP 4.5.7 (Dempster, 1988). Em cada experimento a amplitude, laténcia e
o tempo de surgimento (rise time) dos potenciais adquiridos foram avaliados.
Também foi avaliado o tempo refratario entre um potencial e outro (paired
pulse). Antes da adicdo dos compostos avaliados, a preparacao nervo ciatico
foi incubada em tampao fisiolégico por 30 min sob estimulacdo supramaximal
constante para monstrar a viabilidade da mesma e a consisténcia dos registros.
Tetrodotoxina (TTX; 3,1 nM) foi adicionada no final dos experimentos para

verificar se o0s tecidos conectivos foram removidos suficientemente para
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permitir o acesso dos compostos testados aos ndédulos de Ranvier. Todas as
concentracdes de veneno e toxina foram avaliadas por um periodo maximo de
60 min ou até a ocorréncia de bloqueio completo do potencial de acéo
composto (Figura 09).

Figura 09. Preparagao nervo ciatico de camundongo para captacdo de potencial de

acao composto. A. Fotografia do nervo ciatico isolado. B. Cuba utilizada para registro
dos potenciais. Em B, as setas indicam o correto posicionamento dos eletrodos; El
(eletrodo de isolamento de sinal), EE (eletrodo de estimulacdo) e ER (eletrodo de

referéncia).

4.7.6. Registro extracelular de correntes perineurais e registro intracelular
de PsPT em preparacdo nervo-musculo triangular esterno de
camundongo (TSn-m)

Foram utilizados camundongos machos (Balb C) pesando entre 20-
25 g para isolamento da preparagdo TSn-m, sendo os animais eutanasiados
em camara de COz2 de acordo com The United Kingdom Home Office
Guidelines. A dissecacdo completa da preparacdo foi feita sob perfuséo
continua a um fluxo de 15-20 mL/min com solucdo tampao fisiol6gica
[composicao em mM: NaCl 150; KCI 5,4; HEPES 10; NaHCOs 12; KH2PO4 0,4;
MgCl2 1,2; CaCl2 1,8; glicose 10; pH 7,4], como descrito por McArdle et al.
(1981).

O musculo triangular esterno esta localizado na superficie da caixa
toracica. E uma camada muscular trapezoidal com origem no osso esterno e
insercdo nas intercalacées das costelas. O musculo é ligado pelo segundo e
sétimo espago intercostal o qual forma o seu limite interno e externo. A face

anterior-direita da caixa toracica & removida e fixada através de alfinetes
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entomoldgicos com a parte externa voltada para o Sylgard da placa de Petri. O
excesso de musculo diafragma e tecidos conectivos que recobrem a parte
interna das costelas foram cuidadosamente removidos para expor 0 musculo
TS que foi mantido intacto. A preparagéo ficou voltada para cima e fixada com
a porgcao interna das costelas voltada para o Sylgard. Para facilitar a
dissecacao, as costelas foram posicionadas de maneira plana e fixadas com
alfinetes (trés alfinetes entomoldgicos fixados no osso esterno e outros trés nas
extremidades das costelas) para estabiliza-las. Os musculos de cinco espagos
intercostais (comecando na terminacdo abdominal) foram cuidadosamente
removidos em camadas até que o musculo TS e sua ramificagdo nervosa
estivessem visiveis. As costelas foram liberadas do externo e cortadas a
poucos mm, proximal da ramificagdo nervosa, sendo finalmente retiradas da
preparacdo. A superficie do TS foi entdo limpa de qualquer tecido
remanescente que pudesse causar obstrucdo. Cerca de 4-6 mm do tronco
nervoso inserido paralelamente a costela do ultimo espaco intercostal
(terminacéo cervical da preparacao) também foi isolado. A preparagédo foi
posteriormente transferida para uma cuba de acrilico especifica com sua face
interna voltada para o Sylgard da mesma maneira como descrito anteriormente.
O tronco nervoso previamente isolado foi sugado por um capilar que foi
conectado a um estimulador.

Para os registros extracelulares, a cuba foi posicionada em um
microscépio 6ptico binocular (Wild Heerbrugg, Switzerland) sob magnificacao
de 400-600x para observar a melhor regido de inervagao (nervos motores)
onde o microeletrodo € posicionado. Os microeletrodos usados para o0s
registros extracelulares foram preparados a partir de capilares de vidro
(borosilicato) contendo um filamento de vidro interno (Harvard Apparatus Ltd.,
USA). Um puxador vertical P-30 (Sutter Instrument Co., USA) foi usado para
preparar os eletrodos com resisténcia de 5-15 MQ preenchidos com NaCl (2
M). O tronco nervoso foi estimulado via eletrodo de succdo conectado a um
Electrometer Electro 705 (World Precision Instruments, USA) e este a um
estimulador Grass 88 (Grass Instrument Co., Quincy, MA, USA) para produzir
contracdo maximal. Para os registros perineurais, a d-tubocurarina (14,7 pM)
foi na cuba para abolir os potenciais pds-sinapticos. O eletrodo foi posicionado

sobre as ramificac6es do nervo intercostal e inserido superficialmente na regiao

59



perineural. Os sinais foram amplificados e digitalizados por um transdutor CED
1902 (Cambridge Electronic Design, Cambridge, England) e placa A/D BCN-
2110 (National Instruments, UK), respectivamente, depois registrados e
analisados em software personalizado e atualizado [WinWCP version 4.5.7
(Dempster, 1988)]. A mesma metodologia também foi empregada para registro
intracelular dos potenciais de placa terminal nesta preparagdo, sendo o
eletrodo preenchido com KCI (3 M) e posicionado sobre as fibras musculares
ao redor das terminagdes nervosas (identificadas através do microscoépio)
(Figura 10).

Figura 10. Preparacdo nervo-musculo triangular esterno de camundongo para
captacdo de formas de ondas perineurais e potencial de placa terminal. A. Fotografia
da preparacado TSn-m isolada; a seta indica o tronco nervoso dissecado e o retangulo
a regiao da preparacdo em que é posicionado o eletrodo. Note que a figura in set
mostra a ramificacdo nervosa sobre o muasculo triangular esterno (magnificacdo de
25x). B. Cuba utilizada para registro perineural e de potenciais; a seta indica o
posicionamento do eletrodo de sucgéo para estimulagao indireta.

4.8. CULTURA CELULAR: LINHAGEM CELULAR DE NEUROBLASTOMA
(SK-N-SH)

Células SK-N-SH foram mantidas em gibco® RPMI Medium 1640
(Life Technologies Ltd., Paisley, UK) e suplementadas com soro fetal bovino
(10%), kanamicina (5%), aminoacidos nao-essenciais (10%) e piruvato sodico
(5%). A cultura cresceu em frascos de 25 cm? a 37 °C em atmosfera
umidificada com 5% CO2 e 95% Oz2. O meio de cultura celular foi trocado e
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lavado com BioWhittaker® HBSS (Lonza Group Ltd., Verviers, Belgium) duas a
trés vezes por semana. A dissociacéo celular foi executada adicionando gibco®
TrypLETM Express (Life Technologies Ltd., Paisley, UK) por 3 min seguido por
centrifugagéao (1000 rpm; 2,5 min) para remogao do sobrenadante. As células
foram ressuspendidas em gibco® RPMI Medium 1640 e transferidas para placa
de 24 pocos contendo coverslips (densidade celular 1x10° células/pogo) dois

dias antes dos experimentos em imagem de célcio.

4.9. IMAGEM DE CALCIO

O movimento espontdneo de Ca?* intracelular foi monitorado em
células SK-N-SH e fibras musculares de preparacées TSn-m com indicador de
fluorescéncia sensitivo ao Ca?* (fluo-3 AM e fluo-4 AM, respectivamente), como
descrito essencialmente por Logantha et al.,, 2010. Os indicadores de
fluorescéncia (Biotium Inc., Hayward, USA) foram preparados com solucao
estoque 1 mM em dimetilsulféxido (DMSO 100%) e estocado a -20 °C.

Preparacées TSn-m foram incubadas com Fluo4 AM (10 uM) e
cremophol EL (0,03%) por pelo menos uma hora no escuro a temperatura
ambiente. Apds incubacdo com o indicador de fluorescéncia, as preparacdes
foram lavadas para remover o excesso de indicador extracelular e depois
fixadas em cuba de acrilico especifica preenchida com solucéo fisioloégica com
baixo Ca?* (composicdo descrita no item 4.7.6). As preparagdes foram
mantidas em solucdo fisiolégica por aproximadamente 10-20 min antes de
iniciar os protocolos experimentais. De outra forma, as coverslips contendo
células SK-N-SH foram diretamente transferidas para placas de Petri contendo
solucao fisiolégica apds periodo de incubacdo com Fluo3 AM (4 uM) e os
experimentos foram executados em diferentes concentragcbes de Ca?* na
solugéo fisiolégica. Todos os experimentos foram executados a temperatura
ambiente.

As imagens foram registradas por uma camera Hamamatsu
Multiformat CCD (modelo C4880-80) acoplada a um microscopio de
fluorescéncia Zeiss Axioskop 50 (Carl Zeiss, Germany) com objetiva de 40x
(Achroplan, Carl Zeiss, Germany). A luz de excitagdo foi fornecida por uma
lampada de mercurio de arco curto de 50 W (Osram, Germany) e filtro de
ajuste (Carl Zeiss, Germany) que consiste em um filtro de excitacdo (BP 450—
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490 nm), um divisor de feixe (FT 510 nm) e um filtro de emissédo (LP 520 nm). A
aquisicao de imagens foi controlada por um software personalizado (WinFluor
versdao 3.4.9, University of Strathclyde) e instalado em um computador
compativel, com imagens sendo obtidas na frequéncia de 300—400 fotogramas
e 1500-2000 ms de tempo de exposigao.

4.10. ATIVIDADE PLA:2

A determinagédo da atividade PLA:2 foi realizada segundo o método
descrito por Cho e Kézdy (1991) e Holzer e Mackessy (1996), modificado para
placa de 96 pogos (Ponce-Soto et al., 2002). O substrato utilizado foi o acido 4-
nitro-3-(octanoiloxi) benzdico. Foram utilizadas amostras de veneno total, picos
P1-P3 ou Bbil-TX na concentragao de 0,1 mg/mL. As amostras foram incubadas
com o substrato e tampéao de reacgéo (Tris-HCI 0,1 M; Ca?* 0,01 M; pH 8) por 20
minutos. Apds o tempo de incubacdo, a reacdo enzimatica foi lida em um

espectrofotdmetro a 425 nm de absorbancia.

4.11. INIBICAO DA ATIVIDADE PLA:

A atividade PLA2 do veneno total de B. b. smaragdina e Bbil-TX
foram inibidas com brometo de p-bromofenacila (p-BPB) segundo método
descrito por Diaz-Oreiro e Gutiérrez (1997), com as seguintes modifica¢des:
cerca de 3 mg do veneno foi dissolvido em 1 mL de bicarbonato de aménio (0,1
M; pH 8) contendo EDTA (0,7 mM) e incubados com 125 uL de p-BPB (1,5
mg/mL em etanol). ApGs incubagéo por 24 horas a temperatura ambiente, a
solucdo protéica foi centrifugada (7.000 rpm/10 min) e retirado o reagente
precipitado, sendo o0 sobrenadante lavado varias vezes em sistema de
ultrafiltracao (Amicon, membrana YM-3) e tampao bicarbonato de aménio (0,05
M; pH 8) até que a absorbancia do descarte estivesse semelhante a leitura do
tampao (A280 nm=0,001). O controle do veneno e Bbil-TX foram feitos como
descrito anteriormente, fazendo-se a incubacdo somente com 125 pL do etanol
sem o reagente. As amostras de veneno e Bbil-TX incubadas com p-BPB e

amostras controles foram testadas em preparacdo neuromusculares isoladas.
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4.12. ANALISE MORFOLOGICA

Ao final dos protocolos miograficos em estimulacao direta a 37 °C
(até ocorréncia de bloqueio completo ou por 120 min quando o bloqueio
completo néo foi observado), preparag¢des neuromusculares BC e NFD controle
(incubadas apenas com solugao Krebs ou Tyrode; n=3) e tratadas com 10 e 30
ug/mL de veneno total ou Bbil-TX (n=3 por grupo), respectivamente, foram
fixadas em formaldeido 10% overnight e depois lavadas por 30 min em salina
(0,1 M), 30 min em agua destilada e estocadas em etanol 70% overnight. As
amostras foram desidratadas em etanol graduado (80%, 95% and 100%),
clareadas em xileno (1:1 etanol:xileno, 1:1 xileno:parafina) e finalmente
embutidas em paraplasto. Trés conjuntos de 2-5 secgdes (5 um de espessura)
por grupo (controle e tratado) e separadas uma da outra por 100 um foram
cortadas e montadas sobre laminas de vidro liso para coloragcdo com
hematoxilina eosina (HE). As fatias foram examinadas com um microscépio
optico Olympus (Olympus, Japdo) e as imagens depois capturadas e
analisadas qualitativamente usando o software Image ProPlus 6.0 (Media
Cybernetics Inc., Bethesda, MD, EUA).

4.13. MEDIDA DA LIBERACAO DE CREATINE KINASE (CK)

A liberacado de CK foi mensurada a partir de uma concentracdo de
veneno total e Bbil-TX (702 nM) em preparagdes BC incubadas a 37 °C.
Aliquotas de 100 pL da solucao nutritiva foram coletadas diretamente da cuba
nos tempos to e teo € congeladas a -20 °C por até 24 horas. A atividade foi
ensaiada usando kit comercial CK-NAC (LaborLab, Sdo Paulo, SP, Brasil) de
acordo com as recomendacdes do fabricante e a reagdo foi lida em ELISA
Spectramax 340 (Molecular Devices LCC, USA) a 340 nm.

4.14. IMUNOHISTOQUIMICA

As preparagdes neuromusculares de aves e mamiferos controle e
pré-incubadas com veneno total (10 e 30 pg/mL, respectivamente, n=3) ou Bbil-
TX (210 nM, respectivamente, n=3) destinadas a imunohistoquimica foram
preparadas para microtomia em criostato (criocortes) obedecendo as seguintes
etapas: (1) montagem sobre papel filtro com auxilio de meio de montagem
especifico “OCT-Tissue Tek” e congelamento em n-hexano resfriado em
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nitrogénio liquido; (2) microtomia dos blocos (20 um) e coleta dos criocortes em
laminas de vidro silanizadas; (3) permeabilizacdo em etanol e metanol
resfriados a -20°C por 10 min; e Triton X-100 (0,1%) por 10 minutos; (4)
lavagem em TBS 0,05 M; (5) incubacdo em solugdo bloqueadora
(TBS/BSA1%) por 1 hora.

Passado o tempo de bloqueio, os criocortes foram incubados
overnight em anticorpo primario (1:150), e entdo lavados (3 banhos de TBS 5
minutos cada) para novo periodo de incubagdo (1 hora) com anticorpo
secundario conjugado com o fluorocromo FITC + B-bungarotoxina conjugada
com o fluorocromo TRITC (1:80 + 1:40). Os criocortes foram novamente
lavados em TBS e as laminas montadas com gelatina glicerinada para analise
ao microscoépio de fluorescéncia (MF).

Para as reac¢des de imunohistoquimica foram utilizados os seguintes
anticorpos: anticorpo primario [anti-sinaptofisina e anti-SNAP25 produzido em
coelho (Sigma-Aldrich SAB 4502906)] e anticorpo secundario [anti-coelho IgG
produzido em cabra e conjugado com FITC (Sigma-Aldrich F0382)] para
marcacao de vesiculas do terminal nervoso; a-bungarotoxina [conjugada com
TRITC (Molecular Probes T1175)] para a marcacao do receptor de acetilcolina,

na membrana pds-sinaptica.

4.15. ANALISE ESTATISTICA

As alteracbes nas respostas contrateis de preparacoes biventer
cervicis e nervo-frénico diafragma foram expressas como uma porcentagem
relativa aos valores basais (tempo zero) considerados como 100%.

As alteragbes no conteudo quantico, na frequéncia de potenciais de
placa terminal em miniatura e no potencial de membrana em preparacdes
nervo-frénico diafragma foram expressas a partir de valores absolutos obtidos
por softwares especificos [AgDados, Lynx, SP, Brasil e WinWCP version 4.5.7
(Dempster, 1988)].

As alteracbes no conteudo quéntico e nas formas de ondas
perineurais em preparagdes nervo-musculo esterno foram expressas a partir de
valores absolutos obtidos por software especifico [WinWCP version 4.5.7
(Dempster, 1988)].
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Todos os resultados apresentados nos protocolos miograficos e
eletrofisiol6gicos foram expressos como média + EPM e as comparacdes
estatisticas foram feitas usando o teste t de Student ou ANOVA seguido pelo
teste de Tukey, com p < 0,05 indicando significancia (software Microcal Origin).
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5. RESULTADOS

5.1. Efeitos do veneno total de B. b. smaragdina sobre preparacao isolada
musculo biventer cervicis de pintainho (BC)

5.1.1. Registro miografico

A incubacéo de preparagées com o veneno total de B. b. smaragdina
(0,1-30 pg/mL), estimuladas indiretamente (estimulo de campo), resultou em
bloqueio neuromuscular completo e irreversivel, tempo- e concentragdo-
dependente entre 30 — 90 min a n&o ser com a menor concentracdo; a
concentracdao supramaximal foi igual a 10 pg/mL que determinou bloqueio
completo em 30 min (Figura 11A). Esta concentragdo-dependente também foi
evidente nos tempos requeridos para 50% de bloqueio (91+1,4; 53+1,3; 41+13;
32+1,2; 1620,7; 171 min para 0,1; 0,3; 1,0; 3,0; 10 e 30 pg/mL,
respectivamente), que diminuiram progressivamente com o aumento da
concentracéo de veneno (Figura 11B). Nao foi observada resposta facilitadora
antecedendo o bloqueio em todas as concentragdes avaliadas. A Figura 11C
mostra um registro miogréafico representativo do bloqueio neuromuscular

produzido pelo veneno na concentragdo de 10 pg/mL.
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Figura 11. Bloqueio neuromuscular produzido pelo veneno total (VT) de
B. b. smaragdina em preparacoes BC. A. Blogueio tempo- concentragdo-dependente e
inibicdo da atividade PLAz por p-BPB na concentracdo de 0,3 ug de VI/mL. B. Tempo
para 50% de bloqueio. Em A e B, os pontos representam a média £+ E.P.M. (n = 4-6).
Em A, *p < 0,05 comparado as com preparagdes controle. Em B, todos os pontos a
partir de (*) séo significativamente diferentes (p < 0,05) da concentracdo mais baixa
(0,1 pg/mL). C. Registro miogréafico do bloqueio neuromuscular produzido por 10 ug de
veneno/mL a 37°C e a resposta contraturante a ACh exdgena (110 uM, A) e ao KCI
(40 mM, m) antes e apds bloqueio.
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5.1.2. Respostas contraturantes a ACh e ao KCI na vigéncia do

bloqueio neuromuscular completo pelo veneno de B. b.

smaragdina

A incubacdo de preparagbes BC com o veneno nao causou
alteragbes importantes na contratura muscular induzida por ACh e KCI
(respostas para ACh foram 119+4, 113423, 120+33, 119£19, 14717, 118x12 ¢
aquelas para KCI foram 883, 89+2, 85+11, 9217, 1052, 9812 para 0,1; 0,3;
1,0; 3,0; 10 e 30 pug de veneno/mL, respectivamente, expressas como uma
porcentagem do controle, considerado 100%) (Figura 12). A auséncia de efeito

sobre as contraturas induzidas por ACh e KCI indicam normal funcionamento dos

receptores nicotinicos e integridade das fibras musculares, respectivamente.

ven | [ KCI 40 mM
{ I ACh 110 M

Contratura (%)

0,1 0,3 1,0 3,0 10 30
Veneno ( pg/mL)

Figura 12. Efeito do veneno total de B. b. smaragdina sobre as fibras musculares e
receptores nicotinicos em preparagdes BC. Respostas contraturantes a adicdo de ACh
exogena (110 pM) e KCI (40 mM) apés 120 min de incubagdo com veneno (0,1-30
ug/mL) ou até a ocorréncia de bloqueio neuromuscular completo. As colunas

representam a média + E.P.M. (n = 4-6); *p < 0,05 comparado com controle
correspondente (solugdo Krebs).

5.1.3. Registro miografico em preparacoes pré-tratadas com
d-Tubocurarina

Em preparacdes pré-tratadas com d-Tubocurarina (d-Tc; 14,7 uM) e
estimuladas diretamente com pulsos supramaximais, o efeito bloqueador

passou a ser significativo a partir de 70 min de incubacao, porém houve apenas
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aproximadamente 10% de bloqueio neuromuscular apés 120 min de
observacado. Na Figura 13 compara-se o efeito bloqueador neuromuscular do
veneno total de B. b. smaragdina em preparagdes de aves estimuladas
diretamente e indiretamente. Note no registro miografico (in set) a auséncia do

bloqueio neuromuscular em preparagdo curarizada exposta a 10 pg de
veneno/mL sob estimulagao direta.

44— B E__E__E__E__m__ =
100 4 —A—f—g g 83 S
T ®oOE x O——T—
* x
20
'l
! 0 10 20 110 120
&0 a7 ;i : ;
o (10 ugf%u Veneno Tempo (min)

(10 pgfmL)

0 —0—VT 10 pg/mL + d-Tc 14,7 pM

—u— Solucgdo Krebs + d-Tec 14,7 pM
20+ —&— YT 10 pgimL
—4— Solucdo Krebs

Resposta-contratil (%)

Q 10 20 30 40 E-IEI a0 TFO BIEI 90 1EIIEI 11IEI 1EIEI
Tempo (min)
Figura 13. Efeito do veneno total (VT) de B. b. smaragdina (10 pg/mL) sobre
prepara¢des BC curarizadas (d-Tc; 14,7 uM) e estimuladas diretamente com pulsos
supramaximais. Note também a auséncia de efeito sobre a resposta contraturante ao
KCl (40 mM, m). Os pontos representam a média + E.P.M. (n = 4-6); *p < 0,05
comparado com preparagdes controle.

5.1.4. Atenuacdo da atividade PLA2: estudo em baixa

temperatura e com p-BPB (inibidor-PLA2)

A atividade PLA2z presente no veneno total diminuiu 91£4% a 22-24
°C [8,2+1,3 nmoles/min (37 °C) vs. 0,710,083 nmoles/min (22-24 °C); n = 3)].
Em preparagdes BC incubadas a 22—-24°C e expostas a uma concentragao de
10 pg de veneno/mL, houve um atraso no inicio do bloqueio neuromuscular
(manifestacao de um efeito trifasico) que evolui para ~70% de bloqueio apds
120 (Figura 14). Para fins de comparagéo, o bloqueio neuromuscular causado

pelo veneno a 37 °C, na mesma concentragao, foi completo em ~30 min (ver
Fig. 11A).
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A atividade PLA2 do veneno foi inibida em 5014% apds tratamento
com p-BPB [3,6+0,4 nmoles/min (sem p-BPB) vs. 1,7+0,1 nmoles/min (com
p-BPB); n = 3)]. O veneno (0,3 ug/mL) pré-tratado com p-BPB em preparacdes

BC mostrou um bloqueio atenuado para agao PLAz (ver Fig. 11A).

100 4.1—.'-._-._-__!___—_' '__—I'_——'

] ;/ -
RNz

&0 4

—m—Solucdo Krebs 24-22°C
1—*—VT 10 pg/mL 24-22°C \
40

Resposta-contratil (%)

|
Tempo (min)

o 2 & e 80 100 120

Tempo (min)

Figura 14. Efeito do veneno total (VT) de B. b. smaragdina sobre preparacées BC
mantidas em baixa temperatura (22-24 °C). Efeito trifasico induzido pelo veneno
(10 pg/mL) apdés 120 min de incubacdo. Os pontos representam a média + E.P.M.

(n =6); *p < 0,05 comparado com preparagdes controle.

5.2. Efeitos do veneno total de B. b. smaragdina sobre preparacao isolada

nervo frénico-diafragma de camundongo (NFD)

5.2.1. Registro miografico

Em preparacées NFD de camundongo, todas as concentragdes de
veneno testadas (1, 3 e 30 pg/mL) inicialmente produziram facilitagcao
neuromuscular (Figura 15A), o que nao foi observado em preparagdes BC.
Este efeito foi mais acentuado aos 20-40 min, seguido por progressivo e
completo bloqueio das respostas contrateis apés 120 min com a maior
concentragao testada (30 pg/mL) como mostrado na Figura 15B. O bloqueio foi

irreversivel apos varias lavagens da preparagao.
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Figura 15. Bloqueio neuromuscular produzido pelo veneno total (VT) de
B. b. smaragdina em preparagcdbes NFD. A. Bloqueio tempo- concentragéo-
dependente. B. Registro miogréfico da facilitagdo inicial seguida de completo bloqueio
neuromuscular (30 pug/mL) a 37°C, sob estimulo maximal indireto no nervo motor. Em
A, os pontos representam a média + E.P.M. (n = 4-6); *p < 0,05 comparado com
preparacdes controle.

5.2.2. Registro miografico em preparacoes pré-tratadas com
d-Tubocurarina

O veneno na concentragdo de 30 pg de veneno/mL nédo induziu
bloqueio neuromuscular em preparagdes curarizadas (d-Tc; 14,7 uM), embora
tenha causado uma progressiva e significativa facilitacdo das respostas
contrateis entre 30 — 90 min de incubacdo (Figura 16). Assim, o efeito
facilitador observado em preparagdes curarizadas alcangou seu efeito maximo
a partir de 30 min permanecendo até 90 min de incubacgao, diferente da
facilitacao observada em preparagdes nao curarizadas em que a facilitacao da
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neurotransmissao surgiu precocemente apés 10 min de incubacao, com seu

pico em 30 min e retornando a niveis controle apds 50 min (ver Fig. 15).
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Figura 16. Resposta facilitadora causado pelo veneno total (VT) de B. b. smaragdina
em preparagcoes NFD pré-incubadas com d-Tc (14,7 uM) sob estimulacao direta. Os

pontos representam a média + E.P.M. (n = 4-6); *p < 0,05 comparado com
preparagdes controle.

5.2.3. Atenuacdo da atividade PLA2: estudo em baixa

temperatura e com p-BPB (inibidor-PLA2)

A atividade PLA2 do veneno total foi inibida em 91+4% a 22-24 °C
[8,2+1,3 nmoles/min (37 °C) vs. 0,7+0,03 nmoles/min (22—-24 °C); n = 3)]. Em
preparagées NFD incubadas a 22—-24 °C e expostas a uma concentragéo de 30
Hg de veneno/mL, observou-se uma lenta e discreta facilitacdo da
neurotransmissao sem ocorréncia de bloqueio. No entanto, elevando-se
rapidamente a temperatura do banho de incubacédo para 37 °C, ambos os
fenbmenos de facilitacdo e blogueio neuromuscular se manifestaram (Figura
17). Para fins de comparagdo, a manifestacdo da facilitacdo seguida por
bloqueio neuromuscular completo observada neste segundo momento do
protocolo foi mais rapida quando esses fenémenos sdo comparados com
aqueles em preparacgdes incubadas somente a 37 °C (ver Fig. 15A).
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Figura 17. Efeito do veneno total (VT) de B. b. smaragdina sobre preparagdes NFD
incubadas em baixa temperatura (22-24 °C). Atenuacdo da facilitacdo e bloqueio
neuromuscular induzidos pelo veneno total (30 pg/mL). Note que houve lenta e
progressiva facilitacao durante 120 min de incubacao; ao elevar a temperatura a 37 °C
a manifestacao da facilitagdo seguida por bloqueio neuromuscular foi mais acentuada.

Os pontos representam a média = E.P.M. (n = 4-6).

A atividade PLA2 do veneno foi inibida em 50+4% apds tratamento
com p-BPB [3,6+£0,4 nmoles/min (sem p-BPB) vs. 1,7+0,1 nmoles/min (com
p-BPB); n = 3)]. Aliquotas correspondentes a 30 ug/mL de veneno pré-tratado
com p-BPB foram testadas em preparag¢des NFD. A inibicdo da atividade-PLAz2
também retardou a facilitacdo e atenuou o bloqueio induzido pelo veneno,

porém sem afetar a facilitagdo maximal (Figura 18).
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Figura 18. Efeito do veneno total (VT) de B. b. smaragdina pré-tratado com inibidor de
PLA: (p-BPB) em preparacoes NFD. Atraso na resposta facilitadora e atenuagéo do
blogueio neuromuscular apés 120 min de observacao. Os pontos representam a média

* E.P.M. (n = 4-6); *p < 0,05 comparado com preparacdes controle positivo.

5.2.4. Medida dos valores do conteudo quantico a partir do

registro de potenciais de placa terminal evocados (PPT)

O veneno (30 pg/mL) produziu marcante aumento do conteudo
quantico entre 15-30 min de incubacédo, o que coincide com a facilitacao
observada nos registros miograficos realizados. A partir de 90 min de
incubacao a liberacdo de neurotransmissor foi significativamente menor que os
valores basais, 0 que também corrobora com o blogueio neuromuscular visto
nos protocolos miograficos (> 80% em 90 min) (Figura 19 e Tabela 02).
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Figura 19. Medida do conteudo quantico a partir de potenciais de placa terminal (PPT)
evocados em preparagdes NFD tratadas com veneno de B. b. smaragdina (30 pg/mL).
O aumento significativo da liberacao de neurotransmissor aos 15 min e sua acentuada
reducdo aos 90 e 120 min confirmam a faciltagdo e subsequente bloqueio
neuromuscular observados nos experimentos miograficos (ver Fig. 15A). As colunas
representam a média = E.P.M. (n = 5); *p < 0,05 comparado com os valores basais (to,

controle).

Tabela 02. Medida do valor do conteudo
quantico em preparagées NFD tratadas com
veneno total de B. b. smaragdina (30 pg/mL).

Tempos (min) Conteudo Quantico (QC)

Controle (to) 119+£19
15 min 256+50*
30 min 175425
60 mim 10619
90 mim 6316~
120 mim 25+3*
*p < 0,05

5.2.5. Registro dos potenciais de placa terminal em miniatura

(PPTM): frequéncia e amplitude

O veneno (30 ug/mL) produziu discreto aumento na frequéncia de
PsPTM/min que foi significativo apenas aos 60 min com os valores retornando

aos niveis basais no final do periodo de incubacédo (Figura 20 e Tabela 03).
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N&o houve nenhuma alteracdo na amplitude dos PPTM [mV: de 1+0,08 (to)
para 10,06 (t120)].
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Figura 20. Medida da frequéncia de PsPTM/min em preparacdées NFD tratadas com

veneno de B. b. smaragdina (30 pg/mL). As colunas representam a média + E.P.M.
(n =6); *p < 0,05 comparado com valores basais (to, controle).

Tabela 03. Medida da frequéncia de PsPTM/min
em preparag¢des NFD tratadas com veneno de B.
b. smaragdina (30 pg/mL).

Tempo (min) Frequéncia de PsPTM/min

Controle (to) 26+3

15 min 253

30 min 32+3

60 mim 42+7*

90 mim 2615

120 mim 2616
*p< 0,05

5.2.6. Medida do potencial de membrana em repouso (PM)

Nao houve nenhuma alteracdo significativa no potencial de
membrana em repouso em preparagdes NFD incubadas com veneno (30
ug/mL) apdés 120 min [-81£1 mV (basal) vs. -74+2 mV (t120)]. Além disso, a
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exposi¢ao da preparagao ao carbacol (Cbc; 68 uM), um agonista muscarinico
despolarizante, ainda na presenga do veneno, resultou em despolarizacéao
significativa da membrana (-83+0,2 mV vs. -63£2 mV) que retornou aos valores
basais pré-Cch apds sucessivas lavagens (-81+0,1 mV), indicando normal
funcionamento dos receptores nicotinicos pds-sinapticos e viabilidade da

membrana ao agente despolarizante (Figura 21).
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Figura 21. Medida do potencial de membrana em repouso da fibra muscular em
preparagdes NFD tratadas com veneno total (VT) de B. b. smaragdina (30 pg/mL).
Auséncia de efeito despolarizante do veneno ap6s 120 min de incubacédo. Note a
despolarizacao induzida por carbacol (Cbc; 68 uM) ao final do tratamento, indicando
que a maquinaria pos-sinaptica estava integra e funcional. Os pontos representam a
média + E.P.M. (n = 5); #p < 0,05 comparado com valores basais; *p < 0,05 comparado
com preparacdes controle.

5.3. Cromatografia do veneno total de B. b. smaragdina

5.3.1. Exclusao molecular em coluna Sephadex-G75

O perfil cromatografico do veneno bruto de B. b. smaragdina
mostrou a presenca de trés picos de proteinas majoritarias, os quais foram
denominados de Pi, P2 e Ps (Figura 22). A atividade PLA2 dos picos foi
avaliada, tendo o P2 maior atividade catalitica do que os demais (ver item
5.3.2). O P2 foi entdo submetido a uma nova etapa cromatografica em sistema

HPLC de fase reversa.
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Figura 22. Perfil cromatografico da purificagdo do veneno total de B. b. smaragdina
por exclusdo molecular em coluna Sephadex G-75. Foram aplicados 50 mg de veneno
na coluna Sephadex G-75 e a corrida foi realizada com tampao bicarbonato de aménio
(0,2 M; pH 7,8) a um fluxo constante de 0,25 ml/min. O pico em destaque (P2) mostrou
alta atividade PLA..

5.3.2. Atividade PLA:z dos picos isolados

O veneno total de B. b. smaragdina apresentou significativa
atividade PLA:2 (8,2+0,03 nmoles/min) e apds a primeira etapa de purificacao
cromatografica por exclusdo molecular em coluna Sephadex (G-75), apenas o
P2 reproduziu atividade similar (7,7£0,01 nmoles/min). Os picos P1 e P3 nédo
apresentaram atividade PLA:2 importante (1,4+£0,004 e 0,5+0,04 nmoles/min,

respectivamente) (Figura 23).
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Figura 23. Atividade PLA: do veneno total (VT) e dos picos (P1—P3) obtidos por
exclusdo molecular em coluna Sephadex-G75. Foi utilizado 4-nitro-3-(octanoyloxy)
acido benzoico como substrato cromogénico e os ensaios foram feitos a 37 °C; (n = 3).

5.3.3. Registro miografico em preparacoes BC e NFD tratadas

com os picos P1, P2 e P3

Em preparagdes BC, os picos P1 e P2 (10 pg/mL) induziram bloqueio
neuromuscular completo e irreversivel apds 8216 e 3613 min, respectivamente;
os tempos requeridos para alcangar 50% de bloqueio foram 5414 e 2412 min,
respectivamente. Para fins de comparagéo, o veneno total de B. b. smaragdina
(10 pg/mL) produziu 50% de bloqueio em 15+0,7 min (ver item 5.1.1.). O pico
Ps foi inativo nesta preparagdo (Figura 24A). Nenhum dos picos causou
alteragéo significativa nas contraturas musculares induzidas por ACh exégena
e KCI [respostas para ACh: 11246%; 110x11% e 100+5% e respostas para
KCI: 86+5%, 105+4% e 101+6% para P1, P2e P3 (10 ug/mL), respectivamente,
expressas como uma porcentagem do controle, considerado 100%]. Também
ndo houve nenhuma alteracdo nas respostas contrateis em preparacdes
curarizadas sob estimulacdo direta (d-Tc; 14,7 uM) e tratadas com P1—Ps3
(10 pug/mL) por 120 min.

Em preparacées NFD, apenas o P2 (30 ug/mL) produziu completo e
irreversivel bloqueio neuromuscular; o tempo requerido para causar 50% de
bloqueio foi de 46+6 min. Para fins de comparagdo, o tempo para a
determinacao de bloqueio completo induzido por P2 (79+11 min) foi semelhante
ao observado usando-se o0 veneno total apds o periodo de facilitagdo voltar aos
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valores basais (ver Fig. 15A). No entanto, o Ps (30 pg/mL) produziu somente
uma progressiva e mantida facilitagdo neuromuscular (~45% de aumento acima
dos valores basais ap6s 120 min). O Py (30 pg/mL) mostrou um discreto e
progressivo efeito facilitador da neurotransmisséo, significativo apos 80 min de
incubagédo (Figura 24B). Preparagbes pré-tratadas com d-Tc (14,7 uM) e
estimuladas diretamente nao reproduziram o efeito bloqueador do P2 e o efeito
facilitador do Ps (30 upg/mL) observados em preparacées estimuladas
indiretamente através do nervo motor; P+ também foi inativo em preparacdes

NFD curarizadas.
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Figura 24. Atividade neuromuscular dos picos P1—P3s em preparagcées BC e NFD. A.
Efeitos dos picos em prepara¢des BC. B. Efeitos dos picos em preparagdes NFD. Em
A e B, os pontos representam a média + E.P.M. (n = 4-6); *p < 0,05 comparado com
preparagdes controle.

81



5.3.4. Estudo eletrofisiologico dos picos P2 e Ps3 isolados do

veneno de B. b. smaragdina: medida do potencial de membrana

em repouso (PM) e do valor do conteudo quantico (CQ) em
preparacoes NFD

O P2 (30 pg/mL) causou uma diminuigao significativa no valor do CQ
quando comparado aos valores basais, a partir de 15 min de incubagao (Figura
25A e Tabela 04); este resultado corrobora com a potente atividade
bloqueadora neuromuscular deste pico observada nos protocolos miograficos
(ver Fig. 24B). Nao houve alteracdo no PM em preparagdes incubadas com P2
(30 pg/mL) ap6s 120 min de observagao [-81+1,2 mV (basal) vs. -82+1,4 mV
(t120); n = 6; p > 0,05]. Além disso, a exposicdo da preparagdo ao carbacol
(Cbc; 68 uM) ainda na presenga do P2 (30 pg/mL), resultou na despolarizagao
da membrana (de -82+1,4 mV para -56+2,2 mV) que retornou aos valores
basais apds sucessivas lavagens (-79+0,9 mV), indicando normal
funcionamento dos receptores nicotinicos pds-sindpticos e viabilidade da
membrana ao agente despolarizante.

O P3 (30 pg/mL) produziu progressivo e mantido aumento da
liberacdo de neurotransmissor a partir de 5 min de incubagdo, sendo
significativo em relacdo aos valores basais apds 30 min (Figura 25B e Tabela
04). Esse achado concorda com o aumento da forga de contracdo em
protocolos miogréficos via estimulagéo indireta (ver Fig. 24B). O P3 (30 pg/mL)
também nédo alterou o PM ao longo de 120 min de incubacéo [-79+0,8 mV
(basal) vs. -76x£1,1 mV (t120); n = 3; p > 0,05]. A exposicao da preparacdo ao
carbacol (Cbc; 68 uM), ainda na presenca do Ps, resultou em despolarizacao
da membrana (de -76x1,1 mV para -58+1,7 mV) que retornou aos valores
basais apds sucessivas lavagens (-76x2,1 mV), indicando normal
funcionamento dos receptores nicotinicos pds-sinapticos e viabilidade da

membrana ao agente despolarizante.
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Figura 25. Medida do contetdo quéntico a partir do registro de potenciais de placa
terminal (PsPT) evocados em preparacées NFD tratadas com os picos P> e Ps (30
ug/mL). A. Reducado do valor do conteddo quéntico induzida pelo P2. B. Aumento do
valor do conteido quantico induzido pelo Ps. As colunas representam a média +

E.P.M. (n =5); *p < 0,05 comparado com valores basais (to) em ambos os casos.

Tabela 04. Medida do contetdo quéantico em preparacdées NFD tratadas com P>
e P3 (30 pg/mL).

Tempos (min) Conteudo Quantico (QC) Conteudo Quantico (QC)

P2 P3
Controle 7016 6316
5 min 5949 83112
15 min 39+8* 85+12
30 mim 3448* 10014~
45 mim 23+5* 85+6*
60 mim 19+3* 85+6*

*p < 0,05

5.3.5. Estudo eletrofisiologico dos picos P2 e P3 isolados do

veneno de B. b. smaragdina: registro de PPTM em preparacoes

NFD - frequéncia e amplitude

A incubacgao de preparagées NFD com P2 (30 pg/mL) resultou em
uma significativa diminuigdo da frequéncia de PPTM/min a partir de 5 min de
incubagéo [33+3 (basal) vs. 16+1 (te0)] (Figura 26A e Tabela 05). Nao houve
nenhuma alteracdo na amplitude dos PPTM em preparacdes NFD tratadas com
P210,840,06 mV (basal) vs. 0,8+0,04 mV (te0); n = 5; p > 0,05]. Em preparagdes
tratadas com Ps (30 pg/mL) observou-se um aumento da frequéncia de
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PPTM/min a partir de 30 min de incubagao [20+2 (basal) vs. 30£3 (ts0)] (Figura
26B e Tabela 05), sem nenhuma alteracdo importante na sua amplitude
[1,0£0,2 mV (basal) vs. 0,8+0,1 mV (te0); n = 5; p > 0,05].
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Figura 26. Medida da frequéncia de PPTM/min em preparacées NFD tratadas com P2

e Ps. A. Diminuicao na frequéncia de PPTM/min durante o periodo de incubacdo com

P2 (30 pg/mL). B. Aumento na frequéncia de PPTM/min durante incubagédo com P3 (30

ug/mL). Em A e B, as colunas representam a média + E.P.M. (n = 5); *p < 0,05

comparado aos valores basais (to) em ambos os casos.

Tabela 05. Medida da frequéncia de PPTM/min em preparagées NFD tratadas

com Pz e P3 (30 pg/mL).

Tempo (min) Frequéncia de PPTM/min Frequéncia de PPTM/min

P2 P3

Controle 33+2,8 20+2

5 min 22+1,2* 21+1

15 min 20+1,2* 22+3
30 mim 19+2 4* 25+3*
45 mim 19+1,4* 276"
60 mim 16+1,1* 30+3*

P < 0,05

5.4. Estudo cromatografico do pico P2

5.4.1. HPLC de fase reversa
O perfil cromatografico de P2 submetido ao HPLC resultou em cinco

picos de proteinas (Figura 27). O pico em destaque (P2-1ll) contém alta
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atividade PLA2 e apo6s ter sido re-purificado, empregando-se a mesma
metodologia empregada na etapa anterior (Figura 27 in set), foi identificado
como sendo uma PLA2 Asp49 denominada de Bbil-TX (Carregari et al., 2013).
Bbil-TX foi usada em protocolos para sua caracterizagao farmacolégica e para
o estudo do seu mecanismo de acao
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2 I
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2
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0 10 20 30 40 50 60
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Figura 27. Perfil cromatografico da purificagdo do pico 2 (P2) utilizando-se coluna p-
Bondapack C-18 acoplada ao sistema HPLC de fase reversa. A amostra (5 mg) foi
dissolvida em 200 uL de TFA (0,1%) e aplicada na coluna a um gradiente linear
continuo de concentracdo do tampao B (acetonitrila 60% e TFA 0,025%) a um fluxo
constante de 1 mL/min. O monitoramento da corrida cromatografica foi realizado a 280
nm de absorbancia. In set, re-purificacdo da proteina mostrando sua homogeneidade

molecular.

5.4.2. Eletroforese em SDS-PAGE e atividade PLA: da fracao

P2-1ll (Bbil-TX)

A massa molecular relativa em SDS-PAGE da fragcao P2-1ll (Bbil-TX)
mostrou uma unica banda protéica de aproximadamente 14 kDa, em relacao
aos marcadores (Figura 28A-B, traco 1), e esta apresentada em condi¢cdes nao
reduzidas (Figura 28A, traco 2) e reduzidas (Figura 28B, traco 2) indicando
homogeneidade molecular. A Bbil-TX exibiu alta atividade PLA2 (250,03
nmoles/min) (Figura 28C). Estes resultados também mostram que o processo
cromatografico utilizado foi eficiente em preservar, ndo sé a integridade das

moléculas, mas também a atividade catalitica.
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Figura 28. Eletroforese em gel de poliacrilamida e atividade PLA: da fragdo P»-lll
(Bbil-TX). A (trago 2). Bbil-TX em condi¢des n&o reduzidas. B. (trago 2). Bbil-TX em
condicdes reduzidas. Em ambas as figuras o traco 1 representa os seguintes
marcadores em kDa: fosforilase b (94), albumina (67), ovoalbumina (43), anidrase
carbdnica (30), inibidor de tripsina (20), a-lactoalbumina (14). A corrida foi realizada
com amperagem constante de 30 mA e os géis corados com solugdo Coomassie Blue
0,05% a 37 °C; o excesso de corante foi removido com &cido acético 7%. C. Atividade
PLA> comparada entre o veneno total de B. b. smaragdina (VT) e sua PLA2 Asp49
Bbil-TX; foi utilizado 4-nitro-3-(octanoyloxy) &cido benzbico como substrato
cromogénico e os ensaios foram feitos a 37 °C; (n = 3). Os demais picos derivados do
pico P2 ndo foram positivos para atividade PLAo.

5.5. Efeitos da toxina Bbil-TX sobre preparacao isolada musculo biventer
cervicis de pintainho (BC)

5.5.1. Registro miografico

A Bbil-TX (35-702 nM) causou bloqueio neuromuscular irreversivel
tempo- e concentracdo-dependente em preparacbes BC estimuladas
indiretamente. Causou na maior concentracao testada (702 nM) completo
bloqueio ap6s 41+2 min. A Bbil-TX reproduziu o bloqueio neuromuscular
observado com o P2 (10 pg/mL), a partir do qual a toxina foi purificada (Figura
29A). Os tempos requeridos para se obter 50% de bloqueio foram 8717, 417 e
192 min para concentracbes de Bbil-TX de 70, 351 e 702 nM,
respectivamente. A Figura 29B mostra um registro miografico do bloqueio
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neuromuscular produzido pela Bbil-TX (702 nM) em preparacdo mantida sob
estimulacao indireta a 37°C.
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Figura 29. Blogueio neuromuscular produzido pela toxina Bbil-TX em preparac¢des BC.
A. Blogueio tempo- e concentragdo-dependente. A incubacdo a 22-24 °C atenuou o
bloqueio induzido por Bbil-TX (351 nM) e o pré-tratamento com p-BPB aboliu o seu
efeito bloqueador. Os pontos representam a média + E.P.M. (n = 4-6); *p < 0,05
comparado com preparacgdes controle. Para experimentos com Bbil-TX (351 nM) feitos
a 22-24 °C, os pontos a partir de (#) sao significativamente diferentes (p < 0,05) das
preparacdes incubadas a 37°C. B. Registro miografico mostrando o bloqueio
neuromuscular causado pela Bbil-TX (702 nM) em preparagdo indiretamente
estimulada a 37°C. Note que as respostas contraturantes a ACh exdgena (110 M, A)

e ao KCI (40 mM, m) ndo foram alteradas pela toxina.

5.5.2. Respostas contraturantes a ACh e ao KCI na vigéncia do

bloqueio neuromuscular completo causado pela Bbil-TX

A Bbil-TX n&o causou nenhuma alteragdo importante nas contraturas
induzidas por ACh (110 pM) exdégena e KCI (40 mM) apds bloqueio
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neuromuscular (respostas para ACh foram 12349, 11312, 11711, 9816 e
aquelas para KCI foram 95£3, 9213, 91£8, 102+4 para concentracbes de toxina
de 35; 70; 351 e 702 nM, respectivamente, expressas como a porcentagem do

controle, considerado 100%) (Figura 30).

. B ~Ch 110 pM
T [ ] KCI 40mM
Ww004---
B0

60

Contracture (%)

35 70 351 702
Bbil-TX (nM)

Figura 30: Efeito da toxina Bbil-TX sobre as fibras musculares e receptores nicotinicos

em preparac¢des BC. As respostas contraturantes foram medidas a partir da adicdo de
ACh exogena (110 uM) e KCI (40 mM) apés 120 min de incubagédo com toxina (35—702
nM) ou até a ocorréncia de bloqueio neuromuscular completo e comparadas com as
respostas iniciais em solucao fisiolégica Krebs (basal). As colunas representam a
média + E.P.M. (n = 4-6); *p < 0,05 comparado com valores basais.

5.5.3. Registro miografico em preparacoes pré-tratadas com
d-Tubocurarina

O bloqueio neuromuscular caracteristico da toxina Bbil-TX (702 nM)
nao foi observado em preparagdes BC curarizadas (d-Tc; 14,8 uM) mantidas
sob estimulacdo direta (Figura 31A). A Figura 31B mostra a auséncia de
bloqueio neuromuscular em preparagées pré-incubadas com d-Tc sob
estimulacao direta e expostas a Bbil-TX (702 nM).
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Figura 31. Efeito da toxina Bbil-TX (702 nM) sobre preparacdes BC pré-tratadas com
d-Tc (14,7 yM) mantidas sob estimulacdo direta. A. Respostas musculares para
estimulacdo direta na presengca de d-Tc e Bbil-TX foram similares as preparagées
controle. Os pontos representam a média £ E.P.M. (n = 4-6); *p < 0,05 comparado
com preparagdes controle. B. Registro miografico mostrando a auséncia de bloqueio
em uma preparacao tratada com 702 nM de Bbil-TX e diretamente estimulada a 37 °C.
Note que a resposta ao KCI (40 mM, =) ndo foi alterada pela toxina; a abolicdo da
contratura por ACh exdgena (110 uM, A) deve-se a presenca de d-Tc.

5.5.4. Atenuacdo da atividade PLA2: estudo em baixa

temperatura e com p-BPB (inibidor-PLAz)

Em preparagbes mantidas a 22-24°C, a Bbil-TX (351 nM) causou
apenas 21+5% de bloqueio apés 120 min de incubagcdo. Para fins de
comparacdo, naquelas preparagdes mantidas a 37 °C a Bbil-TX (351 nM)
induziu bloqueio neuromuscular completo apdés 90 min de incubagao (ver Fig.
29A). O pré-tratamento de Bbil-TX com p-BPB aboliu sua atividade catalitica
[25+0,03 nmoles/min (sem p-BPB) vs. 1,7+0,1 nmoles/min (com p-BPB); n = 3)]
e também aboliu sua atividade bloqueadora neuromuscular (ver Fig. 29A;

respostas superpostas ao controle).
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5.6. Efeitos da toxina Bbil-TX sobre preparacao isolada nervo-frénico

diafragma de camundongo (NFD)

5.6.1. Registro miografico

A Bbil-TX causou bloqueio neuromuscular parcial tempo- e
concentracao-dependente em preparagdes NFD estimuladas indiretamente
(bloqueio maximo de 15,2+3%, 29,8+3% e 52,2+2% comparado com controle
para concentragdes de 210 nM, 702 nM e 2 uM, respectivamente, apoés 120
min) (Figura 32). Assim como em preparagdes BC, a Bbil-TX (2 uM) n&o alterou
significativamente as respostas contrateis de preparacées NFD curarizadas
(d-Tc; 14,8 uM) sob estimulacao direta. A toxina (2 uM) também nao exerceu
feito bloqueador em preparagbes mantidas a 22—-24 °C ou quando pré-tratada
com inibidor-PLA2.

—n— Solugio Tyrode —&— BBikTX (210 nM) —e— BbilTX (702 nM)
—¥— Bbil-TX (2 pM)

100 4 - =
E-:l-dl‘ifi —_-:_—:‘_: —W— & W W

'\-\___I *
ﬁ E“}“-—E—I——I—I__I

7‘1

4:| -

Resposta-contratil (%)

Tempo (min)
Figura 32. Blogueio neuromuscular tempo- e concentracdo dependente causado por
Bbil-TX (210 nM, 702 nM e 2 uM) em prepara¢des NFD. Os pontos representam a
média + E.P.M. (n = 4-6); *p < 0,05 comparado com preparagdes controle.

5.6.2. Medida dos valores do conteudo quantico a partir do

registro de potenciais de placa terminal evocados (PPT)

A Bbil-TX (2 pM) causou significativa e progressiva diminuicdo no
valor do conteudo quéntico em relacdo aos valores basais dos 30 min aos 60

min de incubacao (Figura 33 e Tabela 06).

90



120 4

100 A

80

Conteudo Quantico (CQ)

t.:. tg. t-n t!--:l t45 80 min

Bbil-TX (2 pM)

Figura 33. Medida do contetudo quantico a partir de potenciais de placa terminal (PPT)

evocados em preparag¢des NFD tratadas com Bbil-TX (2 uM). As colunas representam
a média £ E.P.M. (n = 5); *p < 0,05 comparado com valores basais (to, controle).

Tabela 06. Medida do conteudo quantico em
preparagdes NFD tratadas com Bbil-TX (2 uM).

Tempo (min) Conteudo Quantico (QC)

Controle (to) 94+14
5 min 67+10
15 min 5918
30 mim 41+2*
45 mim 28+2*
60 mim 2443~
*p < 0,05

5.6.3. Registro dos potenciais de placa terminal em miniatura

(PsPTM): frequéncia e amplitude

A Bbil-TX (2 uM) causou significante diminuicdo na frequéncia dos
PPTM/min a partir de 30 min (Figura 34, Tabela 07). Ndo foi observada
alteracado na amplitude dos potenciais espontaneos [0,9+0,06 mV (to) vs.
0,7+0,06 mV (e0); p > 0,05; n = 5].
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Figura 34. Medida da frequéncia de PPTM/min em preparacées NFD tratadas com
Bbil-TX (2 pM). As colunas representam a média + E.P.M. (n = 5); *p < 0,05

comparado com valores basais (to, controle).

Tabela 07. Medida da frequéncia de PPTM/min
em preparagdes NFD tratadas com Bbil-TX

(2 uM).
Tempo (min) PsPTM/min
Controle (to) 2613
5 min 1843
15 min 1844
30 mim 14+2*
45 mim 11£2*
60 mim 10+1*
*p < 0,05

5.6.4. Medida do potencial de membrana em repouso (PM)

A Bbil-TX (80 pg/mL) causou moderada despolarizagdo do PM de
fibras musculares em diafragma de camundongo ap6s 120 min [-80+1 mV
(basal) vs. -66+£2 mV (t120), n = 4, p < 0,05). No entanto, quando as preparacdes
tratadas com Bbil-TX foram expostas ao carbacol (Cch; 68 uM) ao final do
periodo de incubagado (ti20), observou-se uma queda na polaridade da
membrana [de -66+2 mV para -50£3 mV (p < 0,05) que, apds sucessivas
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lavagens, retornou para valores pré-Cch (-67+4 mV) (Figura 35), indicando um
normal funcionamento dos receptores nicotinicos pds-sinapticos e viabilidade
da membrana ao agente despolarizante. Note que a despolarizagao observada
apoés adicao de carbacol (Cch, 68 uM) mostra que a maquinaria pos-sinaptica

esta integra e funcional apos tratamento com a toxina.

L ES
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70 ' / " (Ceh) I
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"|—w— BhikTX (2 pM) + Cch (68 pM)
-0 {—w— Solugdo Tyrode + Cch (68 pM)

-85 T T T T T T i T

— — :
a 20 40 80 280 100 120 140
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Potencial de Membrana (-mY)

Figura 35. Medida do PM da fibra muscular em preparagdes NFD tratadas com
Bbil-TX (2 uM). Os pontos representam a média £ E.P.M. (n = 5); *p < 0,05 comparado
com preparagdes controle; p < 0,05 comparado com valores basais (to).

5.7. Estudo morfolégico

5.7.1. Alteracoes morfologicas causadas pelo veneno total de B.

b. smaragdina em preparacoes BC e NFD

O veneno de B. b. smaragdina causou moderada alteracao
morfoldgica em preparagdes BC and NFD. Na andlise histoldgica observou-se
uma correlacdo positiva entre o nivel de danos observados e as concentragdes
de veneno usadas (0,1-10 pg/mL para BC e 3-30 pg/mL para NFD). No
entanto, nenhuma das concentracdes testadas em ambas as preparacoes,
causaram lesbes nas fibras musculares semelhantes aquelas causadas por
venenos botrépicos.

A Figura 36 mostra um corte histolégico de musculo BC incubado
em solugdo Krebs por 60 min (controle, painel A) e de musculo tratado com
veneno (10 pg/mL) por ~30 min (tempo em que o0 veneno causou completo
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bloqueio das respostas contrateis) (painel B). As alteracdes morfolégicas das
fiboras musculares de preparacbes BC incluiram a presenca de fibras
edemaciadas (e), hipercrémicas (H) e/ou em necrose (nc). Também houve

perda de citoarquitetura normal que consistia de feixes de fibras cercadas por

uma bainha perimisial conjuntiva (indicada por P no painel A).

Figura 36. AlteragOes histologicas induzidas pelo veneno de B. b. smaragdina em
preparacdes BC. A. Preparagdo controle (solugdo Krebs) incubada por 60 min. B.
Preparagéo incubada com veneno (10 pg/mL); (N) — tronco nervoso motor, (n) —
nuacleos, (P) - perimisio, (H) fibras hipercrémicas, (nc) necrose, (e) fibras
edemaciadas.

A Figura 37 mostra um corte histolégico de musculo diafragma
incubado em solugcdo Tyrode por 120 min (controle, painel A) e de musculo
tratado com veneno (30 pg/mL) por 120 min (painel B). Comparado com as
preparacoes controle (painel A), musculo diafragma também mostrou fibras
edemaciadas (e) e/ou em processo de necrose (nc) (painel B).
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Figura 37. AlteragOes histologicas induzidas pelo veneno de B. b. smaragdina em
preparacdes NFD. A. Preparacao controle (solugao Tyrode) incubada por 120 min. B.
Preparagao incubada com veneno (30 pg/mL); (n) nucleo, (e) fibras edemaciadas, (nc)

— necrose de miofibrilas.

5.7.2. Alteracoes morfologicas causadas por Bbil-TX em

preparacoes BC e NFD

Bbil-TX causou moderada mionecrose em preparacées BC e NFD. A
microscopia Optica mostrou que o nivel de danos correlacionou com as
concentragdes de toxinas usadas (35 nM, 70 nM, 351 nM e 702 nM para BC e
210 nM, 702 nM e 2 pM para NFD). No entanto, em nenhuma dessas
concentragdes houve danos as fibras musculares tdo extensivos como aqueles
causados por outras miotoxinas isoladas de venenos botrépicos.

A Figura 38 mostra a morfologia de preparagdes BC incubadas em
solucéao Krebs por 60 min (controle, painel A) e de preparacdes tratadas com
Bbil-TX (702 nM) por ~40 min (tempo em que a toxina causou completo
bloqueio das respostas contrateis nesta concentracao) (painel B). As alteracdes
na morfologia das fibras musculares de preparagdes BC incluiram a presenca
de fibras edemaciadas (e) e/ou hipercrémicas (H) e perda de normal
citoarquitetura que consistia de feixes de fibras cercada por uma bainha

perimisial conjuntiva (indicada por P no painel A).
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Preparacao controle incubada em solugdao Krebs sozinha por 60 min. B. Preparagao

incubada com Bbil-TX (702 nM); (N) — tronco nervoso motor, (n) — ndcleos, (P) —
perimisio, (H) fibras hipercrémicas, (e) fibras edemaciadas.

A Figura 39 mostra a morfologia de prepara¢cées NFD incubadas em
solucdo Tyrode por 120 min (controle, painel A) e de preparagdes tratadas com
Bbil-TX (2 pM) por 120 min (sem ocorréncia de completo bloqueio
neuromuscular) (painel B). Quando comparadas com as preparagdes controle
(painel A), aspreparacées NFD também mostraram fibras edemaciadas (e) e/ou
hipercrdmicas, uma perda de citoarquitetura do tecido muscular, fiboras com

leséo delta (d) e bandas condensadas de miofibrilas (*) (painel B).

e %o Qe aS
) WA VRt W1

a i L’& ol B
Figura 39. AlteracGes histolégicas induzidas por Bbil-TX em preparagdes NFD. A.

Preparacao controle incubada em solug¢do Tyrode sozinha por 120 min. B. Preparagao
incubada com Bbil-TX (2 uM) (120 min); (d) — lesdes delta, (e) fibras edemaciadas,
(nc) — necrose de miofibrilas, (*) — fibras com miofibrilas aglutinadas.
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5.7.3. Liberacao de creatine kinase (CK) em preparacées BC

Em preparagbes BC expostas ao veneno de B. b. smaragdina (10
ug/mL) houve discreta liberacdo de CK [IU/mL: 80+15 (to) vs. 11322 (te0); n =
6; p > 0,05]. Em concordancia com as moderadas alteragdes morfolégicas
descritas no item 5.7.2., a Bbil-TX (702 nM) também produziu moderada
liberagdo de CK [Ul/mL: 116£17 (to) vs. 96148 (te0); n = 6; p < 0,05] nestas
preparacoes. Esta liberacdo de CK foi acentuadamente atenuada pelo pré-
tratamento da toxina com p-BPB [Ul/mL: 55+14 (to) vs. 299184 (ts0); n = 6], nao
havendo diferenca neste intervalo (p > 0,05), porém significativamente menor

do que o valor correspondente obtido sem p-BPB (p < 0,05).

5.8. Efeitos do veneno total de B. b. smaragdina sobre preparagcées NFD
incubadas em baixo Ca?*

O veneno (3 pug/mL) causou um rapido aumento na amplitude das
respostas contrateis e, subsequentemente, uma alteragdo trifasica nas
respostas contrateis foi observada, como mostrado pela Figura 40A e pelos
dados sumarizados na Tabela 08A. A maior concentracdo de veneno (10
ug/mL) produziu uma abrupta e marcante contratura inicial seguida por
facilitagdao neuromuscular, oscilacbes das contracdes evocadas, alteragdes na
linha de base e progressivo bloqueio das respostas contrateis (Figura 40B,
Tabela 08%). Além disso, o veneno atrasou a fase de relaxamento das
respostas contrateis como mostrado pelo aumento no tempo de decaimento
constante. Este efeito foi mais evidente apenas durante o rapido aumento das
respostas contrateis em preparacées NFD tratadas com 3 pg de veneno/mL,
enquanto nas preparacgoes tratadas com 10 pg de veneno/mL houve alteracdes
no tempo de decaimento constante da contratura inicial e durante a fase de
facilitacao (Figura 40C e dados sumarizados na Tabela 08B).

97



- 2+ -
baixo Ca 059 |

w 0 10 20 30 100 110 120
4 Tempa (min)
Veneno
B (3 pgfmL)
Bbui
mm
w . 0 . 10 20 30 100 110 120
4 Tempo (min)
Veneno
(10 pg/mL)

wveneno de 8 b sramgong
(10 paiml)

1 |
I
I\

controw: b Ca®

2 |\
ey
|

Coralun tnicial

3
_JII I.' e

pds-contralurm incial

Resposta-contratil (g)

T

Facibtegio maxmal

3
]
I

harnpo pads 50% de bloguein

Figura 40. Registros miograficos mostrando o efeito neuromuscular do veneno total de
B. b. smaragdina em preparagdes NFD incubadas em solugéo fisioldgica com baixo
Ca? (0,2-0,4 mM) por 120 min. A. Efeito trifasico do veneno (3 pg/mL). B. Efeito
contraturante, facilitacdo e bloqueio neuromuscular causados pelo veneno (10 pg/mL).
C. Registro individual da resposta contratil de preparagdes tratadas com veneno de B.
b. smaragdina (10 pg/mL). Todos os experimentos foram executados em temperatura
ambiente (23-25 °C) (n = 4); washing (w).
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Tabela 08A. Parametros miogréaficos registrados de preparacdes NFD mantidas em baixo Ca?* e expostas ao
veneno de B. b. smaragdina.

Amplitude da Amplitude da Tempo para Tempo para
Tratamento contratura inicial facilitagao facilitagdo maximal 50% de
(%) maximal (%) (min) blogueio (min)
VT (3 pg/mL) 147+30™ 200+31* 29+1 79114
VT (10 pg/mL) 324+76* 322+68* 1813 7610

Valores expressados como porcentagem do controle em baixo Ca?* (valores basais) para contratura inicial e
facilitagdo maxinal (n = 4); *p < 0,05 comparedo com valores basais; “VT” veneno total. #O termo “contratura inicial” é
usado aqui para indicar a facilitagao inicial vista em preparagdes tratadas com 3 pug de veneno/mL (ver Fig. 40A).

Tabela 08B. Parametros para o tempo de decaimento (time decay) registrados em preparacdées NFD mantidas em
baixo Ca?* e expostas ao veneno de B. b. smaragdina.

Tempo de Decaimento (ms) para:

Tratamento Controle Contratura inicial Facilitacao 50% de

(baixo Ca?) maximal bloqueio
VT (3 pg/mL) 201 117+20%* 3315 2812
VT (10 pg/mL) 261 216+£13* 128+25* 35+2

*p < 0,05 comparado com controle em baixo Ca?* (valores basais). #O termo “contratura inicial” € usado aqui para
indicar a facilitagéo inicial vista em preparaces tratadas com 3 ug de veneno/mL (ver Fig. 40A); “VT” veneno total.
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5.9. Efeitos da toxina Bbil-TX sobre preparacoes NFD incubadas em baixo
Ca2+

A Bbil-TX (210 nM) causou um progressivo aumento na amplitude
das respostas contrateis (83 + 19% acima dos valores basais apds 120 min)
(Figura 41A e 41B). Nao houve nenhuma contratura inicial como observado em
preparagcOes tratadas com veneno total. Em preparacdes tratadas com
Taipoxina (22 nM), uma classica neurotoxina pré-sinaptica, observou-se um
aumento na amplitude das respostas contrateis de 169 * 46% acima dos
valores basais até 22 + 2 min com retorno das respostas contrateis para
valores basais apds 120 min de incubacao (Figura 41A e 41C). Nao houve
alteracdes no tempo de decaimento constante durante a fase de relaxamento
das respostas contrateis em preparagdes NFD incubadas com Bbil-TX ou

Taipoxina.
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Figura 41. Efeito neuromuscular de Bbil-TX e Taipoxina em prepara¢gdes NFD
incubadas em solugdo fisiologica em baixo Ca®** (0,2-0,4 mM). A. Facilitagio
neuromuscular causada por Bbil-TX (210 nM) e Taipoxina (22 nM). B. Registro
representativo da facilitacdo neuromuscular progressiva causada por Bbil-TX (210
nM). C. Registro miografico da facilitagdo neuromuscular causada por Taipoxina (22
nM). Todos os experimentos foram executados em temperatura ambiente (23-25 °C)
(n=4); *p < 0,05 comparado com valores basais; washing (w).

5.10. Atividade PLA2 do veneno de B. b. smaragdina, Bbil-TX e Taipoxina
em baixo Ca?* e temperatura ambiente

A atividade PLA2 do veneno de B. b. smaragdina, da Bbil-TX e da
Taipoxina foi realizada em temperatura ambiente (23-25 °C) seguida de
incubacdo em solugéo buffer 1, 8 mM ou 0,4 mM de Ca?*. A atividade PLA2 do
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veneno total, tanto quanto da Bbil-TX e da Taipoxina foi significativamente
atenuada em concentragdo reduzida de Ca?* e temperatura ambiente (Figura
42).

I buffer 1,8 mM Ca®”
72772 buffer 0,4 mM Ca**

Atividade PLA, Vo (nmoles/min/mg)

*
0 gl
Veneno de Bhil-Tx Taipoxina
B. b. smaragding

temperatura ambiente (23-25 °C)

Figura 42. Atividade PLA> do veneno de B. b. smaragdina, da Bbil-TX e da Taipoxina
na presenca de Ca?* (1,8 mM) e Ca?* (0,4 mM) em temperatura ambiente (23-25 °C).
As colunas representam a média + EPM (n = 3); *p < 0,05 comparado com respectivos
controles positivos.

5.11. Efeitos de Bbil-TX e da Taipoxina sobre o conteudo quantico em
preparacées TSn-m mantidas em baixo Ca?*

Em registros intracelulares de PsPT evocados de preparagdes
TSn-m incubadas em solugéo fisioldgica em baixo Ca?*, a Taipoxina (22 nM) e
a Bbil-TX (210 nM) causaram progressivo aumento no conteddo quéntico
(Figura 43A e Tabela 09). As Figuras 43B1 e 43B2 mostram registros
representativos do aumento da amplitude do PPT produzido por Taipoxina (22
nM) e Bbil-TX (210 nM), respectivamente [Taipoxina: 1,5 + 0,2 mV (to) vs. 2,9 +
1 mV (te0), p > 0,05; Bbil-TX: 1,8 £ 0,4 (to) vs. 3,6 = 1,1 (t60), p > 0,05; n =4]. O

tempo decorrido para o aumento na liberacdo de neurotransmissor € similar ao
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tempo estimado para a facilitagdo neuromuscular vista em experimentos de
contracdo muscular em preparacdbes NFD mantidas na mesma condicédo
fisiolégica (ver Fig. 41).

A 40 4 I Taipoxina (22 nM) - baixo Ca®* N
{ CIBbi-TX (210 M) - baixo Ca2*

tD tS t'l 5 t3D t45

Conteudo Quaéntico (CQ)
2 @& ®H & &8 &

[y
1

o

B0

Tempo (min)

B1

Taipoxina (22 nl)

2my

1ms

Bbil-TX (210 nlM)

Amplitude de PsPT (mV)

Figura 43. Medida dos potenciais de placa terminal (PPT) em prepara¢cdées TSn-m
mantidas em solugéo fisiolégica em baixo Ca®** e tratadas com Taipoxina (22 nM) e
Bbil-TX (210 nM). A. Efeitos da Taipoxina e da Bbil-TX sobre o contetdo quéantico. Em
A, as colunas representam a média £ EPM (n = 4); *p < 0,05 comparado com valores
basais. B1. Registro representativo mostrando o aumento na amplitude de PPT
causado por Taipoxina do to (basal) indicado por (A) até o te (trago superior). B2.
Registro representativo mostrando o aumento na amplitude de PPT causado pela Bbil-
TX do to (basal) indicado por (A) até o teo (traco superior) (B2). Todos os experimentos

foram realizados em temperatura ambiente; “s” indica artefato de estimulo.
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Tabela 09. Medida do conteudo quantico em preparagcées TSn-m tratadas com
Taipoxina (22 nM) e Bbil-TX (210 nM).
Tempo (min) Conteudo Quéntico (CQ) Conteudo Quéntico (CQ)

Taipoxina Bbil-TX

Controle 8,5+1,8 9,6+1,1
5 min 11,6%1,2 14,9422
15 min 11,9+1,3 17,1£3,1
30 mim 11,7+2,2 17,343,6
45 mim 12,2+2,6 2147
60 mim 15,316,9 317,7*

*0 < 0,05

5.12. Efeitos do veneno total de B. b. smaragdina e Bbil-TX sobre o
potencial de acao composto em nervo ciatico de camundongo

O veneno de B. b. smaragdina (10 pg/mL) e Bbil-TX (210 nM)
causaram pequenas alteragdes na amplitude do potencial de acdo composto e
nenhum efeito significante sobre o tempo de subida (rise time) e laténcia, como
mostrado na Figura 44A e dados sumarizados na Tabela 10). A Figura 44B
mostra registros de potencias evocados do nervo ciatico em preparacdes
mantidas em solugéo fisioldgica com Ca?* 1,8 mM (B1), seguido da adicdo de
10 pug de veneno/mL (B2) e 210 nM de Bbil-TX (B3), com todos os
experimentos sendo realizados em temperatura ambiente por 60 min. As
concentragdes de veneno e de toxina ndo causaram nenhuma alteragdo na
amplitude dos potenciais observados onde foi usado pulsos pareados [101 *
0,8 (to) vs. 99 + 0,4 (te0) para 10 ug de veneno/mL; 101 = 1 (to) vs. 100 = 0,6
(te0) para 210 nM de Bbil-TX; valores expressados como uma porcentagem dos
valores absolutos basais; n = 3 para ambos os tratamentos]. Houve bloqueio
completo dos potenciais apds adicdo de Tetrodotoxina (TTX; 3,1 nM) no final
dos experimentos, mostrando que os tecidos conectivos foram removidos
suficientemente para permitir o acesso aos nédulos de Ranvier e que os canais
de Na* estavam responsivos; a Figura 44A também mostra o efeito de TTX em
preparacoes pré-tratadas com veneno (10 pg/mL) e Bbil-TX (210 nM).
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Figura 44. Potenciais de acdo compostos registrados em nervo ciatico de
camundongo. A. Discreta diminuicdo na amplitude do potencial de acdo composto
durante a incubagéo do nervo com veneno total (VT) de B. b. smaragdina (10 pg/mL) e
Bbil-TX (210 nM). A Tetrodotoxina (TTX; 3,1 nM) foi adicionada ao final dos
experimentos para mostrar que os tecidos conectivos foram completamente removidos
e que os canais de Na* estavam responsivos. Os pontos representam a média + EPM
(n =3); *p < 0,05 comparado com preparacdes controle. B. Registros de preparacdes
controle (B1), preparagdes tratadas com veneno de B. b. smaragdina [10 pg/mL (B2)]
e Bbil-TX [210 nM (B3)]. Todos os experimentos foram realizados em temperatura

ambiente; “s” indica artefato de estimulo.
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Tabela 10. Parametros eletrofisiolégicos registrados de preparagcdes NC tratadas com veneno total de B. b.
smaragdina e Bbil-TX.

Amplitude Laténcia Rise Time
T to (valores Fim da to (valores Fim da to (valores Fim da
ratamento ) ~ . ~ ) ~
absolutos, incubacao absolutos, incubacéao absolutos, incubacao
mV) (% to) ms) (% to) ms) (% to)
Controle 8,0+0,6 97+2,5 0,26+0,06 11516,8 0,25+0,03 98+0,2
VT (10 pg/mL) 7,50,7 80+2,1* 0,55+0,05 108+2,4 0,28+0,02 97+2,3
Bbil-TX (210 nM) 7,2+0,6 83+2,4" 0,40+0,09 106+1,7 0,24+0,01 97+3,9

Os experimentos foram executados em temperatura ambiente por 60 min. A Fig. 44A mostra alteragbes na
amplitude em outros intervalos. Os valores sdo a média + EPM (n = 3-5); *p < 0,05 comparado com valores

basais.
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5.13. Efeitos do veneno total de B. b. smaragdina e Bbil-TX sobre as formas
de onda perineurais em preparacoes TSn-m

O veneno (10 pg/mL) e Bbil-TX (210 nM) causaram significante
reducdo na forma de onda associada com a corrente de efluxo de K+ em
preparacées TSn-m comparado com as preparac¢des controle (controle: 5 +
0,7%, veneno: 35 + 7,2% e Bbil-TX: 26 + 1,4% de reducédo apo6s 30 min de
incubagéo; p < 0,05; n = 3-5) (Figura 45A; para diferengas com valores basais
ver Tabela 11). A amplitude da corrente de influxo de Na* n&o sofreu alteragéo
importante em ambos os tratamentos (controle: 6,5 + 1,5%, veneno: 18 + 3,3%
(p < 0,05) e toxina: 15 £ 2,4% (p > 0,05) de redugéo apds 30 min de incubacéo;
n = 3-5) (Figura 45B; para diferengcas com valores basais ver Tabela 11). A
Figura C mostra tracados representativos de formas de onda perineurais
registras em preparag¢des TSn-m mantidas apenas em solucgao fisioldgica (C1),
tratadas com veneno 10 pg de veneno/mL (C2) e 210 nM de Bbil-TX (C3), com

todos os experimentos executados por 30 min em temperatura ambiente.
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Figura 45. Correntes perineurais de preparacées TSn-m mostrando a forma de onda
associada com o movimento de Na* (primeira deflexdo negativa) e de K* (segunda
deflexdo negativa), respectivamente. A. Efeito do veneno total (VT) de
B. b. smaragdina (10 pg/mL) e Bbil-TX (210 nM) sobre as correntes de Na*. B. Efeito
do veneno total de B. b. smaragdina (10 ug/mL) e Bbil-TX (210 nM) sobre as correntes
de K*. Em A e B, os pontos representam a média + EPM (n = 4); *p < 0,05 comparado
com preparagdes controle. C. Registros perineurais sobrepostos de preparacdes
controle (C1), preparagdes tratadas com veneno [10 pg/mL (C2)] e Bbil-TX [210 nM
(C3)]; “s” indica artefato de estimulo. Todos os experimentos foram executados em

temperatura ambiente e com solucéo fisiol6gica contendo calcio normal (1,8 mM).
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Tabela 11. Medida das correntes perineurais em preparagdes TSn-m tratadas com
veneno de B. b. smaragdina e Bbil-TX.

Corrente de Na* Corrente de K*
Amplitude Amplitude
Tratamento
to Fim da to Fim da
(mV) incubacgéo (mV) incubacéo
(°/o to) (cyo tO)
Controle -6,8+1,1 93,5+1,5 -9,4+1.,8 94,1+£0,7
VT (10 pg/ml) -8,0+1,5 82,1+3,3 -8,7+1.,3 64,9+7,2*
Bbil-TX (210 nM) -7,3%1,0 84,9+2 4 -9,5+1,5 73,9+1,4*

Os experimentos foram executados em temperatura ambiente por 60 min. A Fig.
45A-B mostra alteragdes na amplitude em outros intervalos. Os valores sdo a média
+ EPM (n = 3-5); *p < 0,05 comparado com valores basais.

5.14. Efeitos do veneno total de B. b. smaragdina e Bbil-TX sobre o
movimento espontaneo de Ca2* em células SK-N-SH
A fim de determinar se o veneno ou a Bbil-TX causam aumento no
Ca?* intracelular, linhagem celular de neuroblastoma (SK-N-SH) foi marcada
com indicador sensivel ao Ca?* (Fluo-3 AM; 4 uM). Nao houve alteragdo na
fluorescéncia ao calcio quando as células foram expostas ao veneno de B. b.
smaragdina (3 pg/mL) e Bbil-TX (210 nM) em solucao fisiol6gica ausente de
Ca? [amplitude de fluorescéncia: 133 + 8,4% (controle), 134 + 6,6% (veneno) e
159 *+ 4,6% (toxina) acima dos valores basais apés 10 min de incubacao; n =
15-20 células; p > 0,05] (Figura 46A). No entanto, o veneno e a Bbil-TX
causaram um progressivo aumento na fluorescéncia ao calcio em células
mantidas em solugéo fisioldgica em baixo Ca?* [amplitude de fluorescéncia:
120 + 11,5% (controle), 198 + 5,3% (veneno) e 169 + 7,6% (toxina) acima dos
valores basais apés 10 min de incubacao; n = 15-20 células; p < 0,05] (Figura
46B). Em células mantidas em normais condigcdes de Ca?*, o aumento na
amplitude de fluorescéncia causado pelo veneno e pela Bbil-TX foi
acompanhado por irregular e frequente movimento de Ca?+ (Figura 46C). No
entanto, o pré-tratamento do veneno e da Bbil-TX com p-BPB diminuiu a
frequéncia e reduziu a amplitude do movimento de Ca?* em células mantidas

em solugéo fisioldgica com normais condigbes de Ca?* (Figura 46D).
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Figura 46. Alteragcdes na fluorescéncia por Fluo3 (4 uM) em células SK-N-SH
expostas ao veneno total (VT) de B. b. smaragdina (3 pg/mL) e Bbil-TX (210 nM). A.
Células mantidas em solucéo fisioldgica ausente de Ca?". B. Células mantidas em
solugao fisioldégica com baixo Ca?*. Em A e B, os pontos representam a média + EPM
(n = 15-20 células por protocolo); *p < 0,05 comparado com valores basais. C.
Registros sobrepostos das alteracées de fluorescéncia de uma Uunica coverslip de
células ilustrando as oscilagdes na fluorescéncia induzida pelo veneno (C1) e Bbil-TX
(C2) em células mantidas em solucéo fisiolégica com Ca?* normal. D. Atenuagéo da
fluorescéncia apos pré-tratamento de veneno (D1) e Bbil-TX (D2) por p-BPB em
células mantidas em solucédo fisiolégica com Ca?* normal; as figuras in setem C e D

representam as respectivas células monitoradas.

5.15. Efeitos do veneno total de B. b. smaragdina e Bbil-TX sobre o
movimento espontaneo de Ca2* em preparacoes TSn-m

A Bbil-TX (210 nM) nao causou alteragdes na fluorescéncia ao célcio
em fibras musculares monitoradas de preparacées TSn-m [amplitude de
fluorescéncia: 95 = 0,6% (controle) e 98 = 0,3% (toxina) abaixo dos valores

basais ap6s 10 min de incubacao] (Figura 47). No entanto, o veneno de
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B. b. smaragdina (10 pg/mL) causou um aumento na fluorescéncia ao calcio
em preparagbes TSn-m. Apos a adicdo do veneno, houve um imediato
aumento no Ca?* intracelular nas fibras musculares seguido por frequente
oscilacao na fluorescéncia e contratura (Figura 48A1); os red spots indicados
por setas na Figura 48A1 podem corresponder a regides de placas motoras,
porém esta informacao nao é conclusiva. A Figura 48A2 mostra as oscilacoes
na fluorescéncia induzida pelo veneno mensuradas em full screen sob
condigdes de solugéo fisioldgica com baixo Ca?+. Em preparagées mantidas em
solugdo fisiolégica livre de Ca?*, o aumento inicial no Ca?* intracelular esteve
ainda presente, porém reduzido em magnitude (Figura 48B1). A Figura 48B2
mostra as oscilagdes na fluorescéncia induzida pelo veneno mensuradas em

full screen sob condigbes de solugéo fisioldgica livre de Ca?*.
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Figura 47. Auséncia de alteracbes na fluorescéncia por Fluo4 (4 uM) em preparacdes
TSn-m mantidas em solugao fisioldgica com baixo Ca?* e expostas a toxina Bbil-TX
(210 nM). Os pontos representam a média + EPM (n = 3; p > 0,05 comparado com
preparagdes controle.
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Figura 48. Alteracées na fluorescéncia por Fluo4 (4 uM) em preparagées TSn-m
expostas ao veneno total (VT) de B. b. smaragdina (10 pg/mL). A. Efeito do veneno
em preparagdes mantidas em solugéo fisiolégica com baixo Ca?* (A1); monitoramento
da fluorescéncia em full screen (A2). B. Efeito do veneno em preparacdes mantidas
em solucéo fisioldgica livre de Ca?* (B1); monitoramento da fluorescéncia em full
screen (B2). Todos os experimentos foram executados em temperatura ambiente
(n = 3); mf: fibra muscular; as setas em A1 indicam red spots, possiveis regides de

placas motoras.

5.16. Imunohistoquimica

Seccgdes longitudinais e transversais de preparacées NFD controle
foram marcadas positivamente para receptores juncionais de ACh e também
para proteinas de vesicula (sinaptofisina) e membrana (SNAP25) pré-sinaptica
(Figura 49). No entanto, uma perda de marcacao para anti-sinaptofisina e anti-
SNAP35 foi observada em hemidiafragmas pré-expostos a Bbil-TX (210 nM);
nestas preparacbes, a marcacdo para receptores nicotinicos foi positiva
(Figura 50).
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Figura 49. Imunohistoquimica de secg¢des controle de hemidiafragma de camundongo.
A. Marcacdo com anticorpo primario anti-sinaptofisina co-marcado com anticorpo
secundario anti-coelho conjugado com FITC em verde (seta - A1); marcagdo com a-
bungarotoxina conjugada com TRITC em vermelho (seta - A2). B. Marcagdo com
anticorpo primario anti-SNAP25 co-marcado com anticorpo secundario anti-coelho
conjugado com FITC em verde (seta - B1); marcacdo com a-bungarotoxina conjugada
com TRITC em vermelho (seta - B2). Os painéis A e B representam diferentes regides

de placas na mesma secg¢ao, respectivamente (n = 3). Magnificacao: 400x.
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Figura 50. Imunohistoquimica de seccdes de hemidiafragma de camundongo tratadas
com Bbil-TX (210 nM). A. Auséncia de marcagcdo com anticorpo primario anti-
sinaptofisina co-marcado com anticorpo secundario anti-coelho conjugado com FITC
em verde (setas - Al); presenca de marcagcdo com a-bungarotoxina conjugada com
TRITC em vermelho (setas - A2). B. Auséncia de marcacdo com anticorpo primario
anti-SNAP25 co-marcado com anticorpo secundario anti-coelho conjugado com FITC
em verde (setas - B1); presenca de marcagdo com a-bungarotoxina conjugada com
TRITC em vermelho (setas - B2). Os painéis A e B representam diferentes regides de

placas na mesma secgéao, respectivamente (n = 3). Magnificagao: 400x.
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6. DISCUSSAO

O acidente ofidico € um importante problema de saude publica em
muitos paises tropicais e subtropicais, além de ser considerado uma doenca
tropical negligenciada. No Brasil existem 26 espécies de serpentes do género
Bothrops, as quais sao responsaveis por mais de 70% dos acidentes que
ocorrem a cada ano. O envenenamento por Bothrops causa importantes
alteracoes fisiologicas pelo fato desses venenos conterem diferentes enzimas e
proteinas que sao responsaveis por atividades coagulante, hemorragica,
proteolitica e miotoxica (Gutiérrez e Ownby, 2003) além de induzirem edema e
inflamacéao (Teixeira et al., 2003). Estudos tem mostrado, também, que esses
venenos (Zamunér et al., 2004) e algumas de suas PLA2 podem induzir
bloqueio neuromuscular pds-sinaptico (Rodrigues-Simioni et al., 1983; Gallacci
e Cavalcante, 2010; Moraes et al., 2012) ou pré-sinaptico in vitro (Cogo et al.,
2006; Borja-Oliveira et al., 2007; Calgarotto et al., 2008; Ponce-Soto et al.,
2009; Galbiatti et al., 2012).

Uma descrigcao preliminar da atividade farmacolégica do veneno de
Bothriopsis bilineata smaragdina apresentada neste trabalho mostra que este
veneno causa potente bloqueio neuromuscular in vitro em preparacdes
neuromusculares de aves e mamiferos, com as preparagdes de aves sendo
aproximadamente dez vezes mais sensiveis do que as preparagdes de
mamiferos. Estes achados concordam com estudos que mostram que venenos
botrépicos e suas PLA2 basicas podem causar bloqueio neuromuscular in vitro
(Zamunér et al., 2004; Gallacci e Cavalcante, 2010). Embora B-neurotoxinas
classicas nao tenham sido identificadas em venenos origindrios de serpentes
Viperidae, varios estudos tém mostrado que os venenos de algumas espécies
botrépicas, como por exemplo, a Bothrops insularis (Cogo et al., 1993),
Bothrops neuwiedi (Borja-Oliveira et al., 2003; Rodrigues-Simioni et al., 2004) e
Bothrops marajoensis (Cavalcante et al., 2011), causam bloqueio
neuromuscular em concentragdes muito baixas (0,1-30 upg/mL) via agéo pré-
sindptica a partir de evidéncias como: diminuicdo do conteudo quéntico e
auséncia de alteracbes significativas no potencial de membrana em
preparacoes NFD de camundongo; auséncia de efeito sobre a resposta
muscular a ACh exdgena e KCI em preparagdes BC de pintainhos; reduzida
liberagédo de CK e auséncia de efeito inibitério sobre a resposta muscular de
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preparacoes sob estimulacdo elétrica direta, indicando auséncia de danos
musculares em ambas preparacoes.

Uma vez que estas mesmas caracteristicas foram observadas em
preparacées nervo-musculo tratadas com veneno de B. b. smaragdina,
podemos inferir que este veneno também causa bloqueio neuromuscular por
acao pré-sinaptica, como outros poucos venenos botrdpicos e suas toxinas
(Cogo et al., 1998; Borja-Oliveira et al., 2007; Ponce-Soto et al., 2009). Na
verdade, a alta poténcia do veneno de B. b. smaragdina (50% de bloqueio em
aproximadamente 15 min com 10 pg/mL) foi similar, ou até mesmo superior, ao
de muitos venenos botrépicos com atividade pré-sinaptica (tempo de 50% de
bloqueio: B. marajoensis 171 min, B. insularis 30£2 min e B. neuwiedi 4212
min) (Rodrigues-Simioni et al., 2004 e Cavalcante et al., 2011).

A diminuicdo na poténcia (tempo maior para alcancar 50% de
bloqueio) e a atenuacao da facilitacdo vista quando os experimentos foram
feitos sob baixa temperatura (22-24 °C) e quando a atividade PLA:2 foi inibida
com brometo de p-bromofenacila (p-BPB) sugere o envolvimento de atividade
PLA2 nestas respostas, como também relatado para outros venenos botrépicos
(Cogo et al., 1993; Rodrigues-Simioni et al., 2004). Entretanto, como mostrado
em experimentos com d-Tubocurarina (d-Tc), a atividade neuromuscular do
veneno em preparagdes NFD parece envolver pelo menos dois componentes:
um que causa prolongada facilitacdo (atividade PLAz-independente) e outro
que contribui na fase inicial da facilitacdo e causa bloqueio neuromuscular
(provavelmente atividade PLA2-dependente) (Rodrigues-Simioni et al., 2011). A
similar facilitacdo neuromuscular observada em experimentos com d-Tc e
inibicdo de atividade PLA2 em preparacdes NFD, também é um indicativo de
que componentes de natureza nao-PLAz presentes no veneno de B. b.
smaragdina podem contribuir para este efeito.

A incidéncia de acidentes por B. b. smaragdina em humanos varia
consideravelmente (3-38%) em toda area da bacia amazdnica (Smalligan et
al., 2004; Warrell, 2004), com maior frequéncia de acidentes envolvendo
punhos, maos, bragcos e parte superior do corpo, incluindo a face, cabeca e
pescoco por se tratar de uma espécie de habito arboricola. As manifestacoes
clinicas do envenenamento por esta espécie sdo similares ao de outras

espécies botropicas, a saber, edema local, dor e equimose (necrose é
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incomum), com as principais manifestacées sistémicas sendo coagulopatia e
sangramento espontaneo (Warrell, 2004). No entanto, manifestacbes
neurotdxicas ndo tém sido relatadas.

Esta discrepancia entre os resultados para neurotoxicidade in vitro e
in vivo pode refletir a presenca de inibidores de PLA2 enddgenos circulantes no
plasma humano. Na verdade, moléculas capazes de inibir as atividades de
metaloproteinase e PLA2 in vitro e in vivo foram isoladas do plasma de
serpentes e mamiferos (gamba) (Lizano et al., 2003), tendo também o plasma
humano compostos inibidores de PLA2 (Miwa et al., 1984, Miwa et al.,1985).
Além disso, 0 sequestro nao-especifico de PLA2 de venenos por varios tipos
celulares tem sido sugerido como uma possivel explicacdo para a discrepancia
entre miotoxicidade local e sistémica (Gutiérrez et al., 2008) e a
neurotoxicidade in vitro e in vivo de venenos botrépicos e suas PLA2 (Gallacci e
Cavalcante, 2010). Nota-se que as respostas neuromusculares do veneno de
B. b. smaragdina em diferentes espécies (aves, roedores e humana) sao
variaveis. Dada a natureza arbérea de B. b. smaragdina e a poténcia de seu
veneno em preparacdes de aves, este veneno pode ser particularmente
adaptado para este tipo de presa.

A partir da hipétese de que o efeito bloqueador neuromuscular por
acao pré-sinaptica do veneno de B. b. smaragdina é PLA2-dependente, como
sugerem os protocolos farmacologicos executados em baixa temperatura e
com inibidor especifico da atividade PLA2, a segunda fase do projeto consistiu
na caracterizacao bioguimica do componente do veneno que apresentasse
atividade catalitica significativa, tal qual aquela previamente observada no
veneno bruto. Essa parte do estudo foi executada em parceria com o
Departamento de Bioquimica do Instituto de Biologia da Unicamp.

A purificacdo do composto com alta atividade catalitica a partir do
veneno total envolveu duas fases cromatograficas, sendo a primeira por gel
filtracdo em coluna Sephadex (G-75) que resultou em trés picos majoritarios de
proteinas. O segundo pico (P2) mostrou maior atividade PLA2 do que os demais
e exibiu efeitos similares aqueles observados com o veneno total em
preparacées neuromusculares. A segunda fase executada a partir de P2 em
sistema HPLC de fase reversa revelou cinco proteinas, identificadas como P2-I
— P2-V, das quais apenas o composto P2-lll apresentou atividade PLA:2
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significativa, sendo também aquele de maior massa molecular isolado do pico
em descricdo. O composto Pez-lll foi, entdo, repurificado sob as mesmas
condigdes aplicadas ao P2 e sua integridade molecular e atividade catalitica
foram preservadas mostrando a otimizagdo do processo cromatografico. A
massa molecular do composto P2-lll (denominado de Bbil-TX) estimada por
SDS-PAGE apresentou, em condi¢des reduzidas e nao-reduzidas, uma unica
banda protéica de ~14 kDa, semelhantemente a outras PLA:2 isoladas de
venenos botropicos (Gutiérrez e Lomonte, 1995; Arni e Ward, 1996; Gutiérrez
et al., 2008).

A caracterizagdo bioquimica completa de Bbil-TX foi descrita por
Carregari et al. (2013) como sendo uma PLA:2 basica (Asp49) com massa
molecular de 14243.8 Da. A presenca de Cys-14 nesta toxina fornece a base
para sua caracteristica estrutural comum as PLA2 na formacdo de suas sete
pontes dissulfeto, além do alto conteudo de residuo basico e hidrofébico que
prové uma explicacdo consistente para a interacdo da PLA2 com fosfolipidios
de membranas celulares negativamente carregados (Ponce-Soto et al., 2006;
Ponce-Soto et al., 2009; Burke e Dennis, 2009). A atividade catalitica de Bbil-
TX mostrou ser intrinsecamente dependente de Ca?*, uma vez que na
presenga de outros ions divalentes (Mn?*, Mg?*, Zn?>* e Cd?") foi
significativamente reduzida. Além disso, a presenca do aminoacido Asp-49 no
sitio catalitico favorece a imobilizagdo do Ca®* que por sua vez induz
mudancas sutis em sua configuracao necessarias para a catalise (Scott et al.,
1990). A atividade catalitica de Bbil-TX pbde ser verificada em diferentes niveis
de pH tendo sido méaxima em pH 8,0, uma vez que as PLA2 basicas mostram
otima atividade catalitica entre pH 7.0 — 8,5 (Breithaupt, 1976; Kini, 1997). A
exposicdo de PLA2 a diferentes temperaturas também é um importante
parametro cinético para evidenciar o carater basico dessas proteinas; assim, a
atividade catalitica de Bbil-TX manteve-se estavel entre 25 — 40 °C. Ainda
segundo Carregari et al. (2013), a Bbil-TX induz aumento do CK plasmatico e é
pro-inflamatéria, causando edema e estimulando a formagdo de TNFaq,
interleucina (IL)-1 e IL-6.

Como mostrado aqui, a Bbil-TX também causa bloqueio
neuromuscular em preparagcées nervo-musculo de vertebrados. Na verdade,

Bbil-TX reproduz a maioria dos efeitos do veneno em que é possivel notar
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bloqueio neuromuscular tempo- e concentracdo-dependente, com preparacdes
de aves sendo mais sensiveis do que preparacdes de mamiferos (35-702 nM
vs. 210 nM-2 pM; completo bloqueio com 702 nM apds 40 min na primeira,
enquanto que 2 pM causou apenas 52% de bloqueio apdés 120 min na
segunda). O blogueio neuromuscular induzido pela Bbil-TX envolveu,
principalmente, uma acdo pré-sinaptica como sugerem as seguintes
evidéncias: (1) na vigéncia de bloqueio neuromuscular completo, nao interferiu
na funcdo dos receptores nicotinicos pds-sinapticos como indicado pelas
respostas inalteradas a ACh e CCh exdgenos; (2) progressiva diminuicao nos
valores do conteudo quantico e frequéncia de potenciais de placa terminal em
miniatura em mausculo diafragma de camundongo [esse efeito inibitério da
neurotransmissao é caracteristico de toxinas pré-sindpticas classicas tal como
a B-bungarotoxina (Oberg e Kelly, 1976) e crotoxina (Hawgood e Smith, 1989;
Rodrigues-Simioni et al., 1990)], (3) auséncia ou discreto efeito sobre os
valores de potencial de membrana em repouso (em musculo diafragma), (4)
reposta contratil inalterada em preparacées BC e NFD pré-incubadas com d-Tc
e diretamente estimuladas e (5) auséncia de efeito sobre resposta
contraturante ao KCI, indicando integridade da musculatura esquelética que foi
corroborada pela falta de alteracdo na linha de base das respostas contrateis
nos registros miograficos.

A contribuicdo da lesdo muscular para o bloqueio neuromuscular
causado por PLA2 de venenos botrépicos pré-sinapticamente ativas é um
aspecto que nao tem sido ainda sistematicamente investigado e é provavel que
0 grau de lesdo varie consideravelmente entre essas toxinas tendo em vista
suas diferentes capacidades para danificar as fibras musculares (Gallacci e
Cavalcante, 2010; Correia-de-Sa et al., 2013). Embora tanto os valores de CK
como a analise histolégica tenham indicado que a toxina causa discreto dano
muscular, aparentemente este foi insuficiente para afetar significativamente a
resposta contratil sob estimulacéo direta, as respostas ao KCI e os valores do
potencial de membrana em repouso, como descrito acima. O dano muscular
induzido pela Bbil-TX, no entanto, ndo parece ser o principal responsavel pelo
bloqueio neuromuscular visto aqui. De fato, os dados apresentados mostram
que nao ha correlacédo positiva entre os efeitos da toxina sobre a membrana

muscular e o bloqueio da neurotransmisséao.
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Enquanto que em preparacbes BC com Bbil-TX observou-se o
bloqueio com o pico P2 (a partir do qual a toxina foi purificada), em NFD a Bbil-
TX mostrou-se nitidamente menos ativa do que o P2. Embora nao tenha sido
investigada a razao desta discrepancia, é possivel que o P2 contenha outros
componentes (em adi¢cao a Bbil-TX) que sejam ativos nesta preparagéo.

Em preparagées NFD, a Bbil-TX ndo causou a facilitag&o inicial nas
repostas contrateis e conteddo quantico visto com o veneno de B. b.
smaragdina, em vez disso, o bloqueio pela Bbil-TX foi progressivo a partir de
sua adicdo no meio de incubagéo. Este achado sugere que algum componente
do veneno com excecao da Bbil-TX seja o responsavel pela facilitacao inicial
induzida pelo veneno. Em concordancia com esta conclusdo, o pico Ps
produziu progressiva e mantida facilitacdo da neurotransmissdo aumentando a
liberacdo do neurotransmissor, mostrado pelo aumento dos valores do
conteudo quantico e pela frequéncia dos potenciais em miniatura.

PLA2 sdo as principais toxinas presentes em venenos de serpentes
incluidas no género Bothrops e afins e contribuem para atividades tais como
edema, mionecroses e dor (Gutiérrez e Ownby, 2003; Teixeira et al., 2003;
Teixeira et al.,, 2009). Além disso, muitas dessas PLA2 tem atividade
neuromuscular in vitro (Gallacci e Cavalcante, 2010) e pouquissimas tem sido
implicadas na neurotoxicidade pré-sinaptica (Cogo et al., 1998; Oshima-Franco
et al., 2004; Borja-Oliveira et al., 2007; Galbiatti et al., 2012). A Tabela 12
sumariza o tempo necessario para alcancar 90% de bloqueio por varias dessas
toxinas in preparagcdes BC. Claramente, existem importantes diferengas na
poténcia destas toxinas apesar do fato de que foram usadas diferentes
concentragdes nestes estudos.
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Tabela 12. Comparacao da poténcia de Bbil-TX com PLA: pré-sinapticas de Bothrops
expressas como tempo para 90% de bloqueio neuromuscular em preparacdes biventer
cervicis de pintainho. As toxinas estdo organizadas em ordem de aumento de
concentracao testada e o tempo para 90% de bloqueio foi estimado a partir dos
gréaficos dados pelas correspondentes referéncias.

Massa Tempo para Numero de
Concentracao
Serpente PLA: molecular (ug/mL) 90% de acesso
(Da)* bloqueio (min) UniProtKB
B. alternatus BaTX (Lys49) 13,899 5 ~402 P86453
B. b. smaragdina Bbil-TX (Asp49) 14,244 10 ~35P --
B. n. pauloensis  NeuTX-| (Asp49) ~14,000 10 ~70¢ --
NeuTX-Il (Asp49) ~14,000 10 ~80° -
B. marajoensis BmajTX-9 (Asp49) 13,679 20 ~55¢ B3AON3
B. insularis BinTX-I (Asp49) 13,975 40 >120¢ Q8QG87
B. moojeni BmTX-I (Asp49) 14,239 50 ~65 POC8M!1

*Massa molecular arredondada para o nimero inteiro mais préximo. A massa molecular de NeuTX-l e
NeuTX-1l foi determinada por SDS-PAGE e aquelas das demais toxinas por espectrometria de massa ou
por calculo baseado na composi¢do de aminoacidos. Apenas parcial sequenciamento de aminoacidos (N-
terminal ou tryptic fragments) tem sido determinado para Bbil-TX, NeuTX-I e NeuTX-Il, uma vez que néao
ha nimero de acesso UniProtKB para essas toxinas. 2Ponce-Soto et al. (2007, 2009); Floriano et al.
(2013); °Borja-Oliveira et al. (2007); “Galbiatti et al. (2012); ¢Cogo et al. (2006); ‘Calgarotto et al. (2008).

Para examinar o papel da atividade catalitica no blogueio
neuromuscular causado pela Bbil-TX, foram feitos experimentos a 22—-24 °C ao
invés de 37 °C. Esta temperatura mais baixa € conhecida por atenuar o
bloqueio neuromuscular por PLA2 de Bothrops (Cogo et al., 1998; Ponce-Soto
et al., 2009). O uso da baixa temperatura reduziu acentuadamente o bloqueio
neuromuscular induzido pela Bbil-TX, sugerindo a dependéncia da atividade
PLA2 nesta resposta. Similarmente, o tratamento da toxina com p-BPB, um
inibidor de atividade PLA2 de Bothrops preconizado (Lomonte et al., 2003),
aboliu o bloqueio neuromuscular, fornecendo mais uma evidéncia de um papel
da atividade enzimética nesse fenémeno.

A fim de melhorar o entendimento da atividade neuromuscular do
veneno de B. b. smaragdina e a agao pré-sinaptica da Bbil-TX, a terceira fase
do projeto foi executada em parceria com o Strathclyde Institute of Pharmacy
and Biomedical Sciences (University of Strathclyde, Glasgow, UK). O perfil
farmacol6gico da toxina Bbil-TX foi comparado com o da Taipoxina, uma
classica B-neurotoxina isolada da serpente Oxyuranus scutellatus scutellatus.
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Com o objetivo de identificar na Bbil-TX uma atividade neuromuscular
independente de atividade PLA2, como observada em outras B-neurotoxinas,
algumas preparacées NFD foram mantidas em solugao fisiolégica com baixo
Ca? e em temperatura ambiente (23-25 °C) para reduzir a atividade PLA2 da
toxina. Preparagdes neuromusculares mantidas nas condicbes de Ca?
reduzido, as contragdes musculares sao reduzidas em amplitude devido a uma
reducdo no conteudo quéantico e consequente desativacdo de unidades
motoras. Como muitas unidades motoras estdo no limiar para a geracao do
potencial de acdo muscular, um aumento no conteddo quéntico resultara no
recrutamento de mais unidades motoras e consequentemente haverd um
aumento da amplitude das respostas contrateis. Sendo assim, quando as
toxinas Bbil-TX e Taipoxina foram testadas nestas condi¢des experimentais, ou
seja, preparagdes NFD mantidas em solucéo fisiolégica com baixo Ca?*, ambas
as toxinas induziram uma resposta facilitatéria na contracdo muscular. Esta
facilitagcao da neurotransmissao foi corroborada pelo aumento na amplitude dos
PsPT visto em preparagdes TSn-m. Embora as -neurotoxinas, comumente,
induzam aumento na liberagdo de neurotransmissor por uma redugéao inicial
transitéria do valor do conteudo quéntico seguida por uma facilitacdo e
progressivo bloqueio da liberagcdo de ACh (Chang e Su, 1982; Pungercar e
Krizaj, 2007; Rossetto e Montecucco, 2008; Fathi et al., 2013), no presente
estudo, ndo observamos a reducao inicial do conteudo quéantico a partir da
medida dos potenciais de placa terminal, mas identificamos uma reducéao da
amplitude das contracbes musculares por estimulacao indireta do nervo motor
que deve resultar de uma queda da liberagcdo de neurotransmissor. Apesar de
ter sido usada uma concentracdo de Bbil-TX 10 vezes maior do que a de
Taipoxina, Bbil-TX ndo causou diminuicdo na amplitude das respostas
contrateis durante 120 min de incubagao, como fez a Taipoxina, mantendo a
resposta facilitatoria até o final do periodo de incubacédo. No6s atribuimos esta
auséncia de bloqueio neuromuscular pela Bbil-TX em preparagdes NFD
mantidas em solugdo com baixo Ca?* a diferenca de poténcia entre ambas as
toxinas (Floriano et al., 2013; Fohlman et al., 1976). No entanto, a semelhanca
de Taipoxina, o veneno total de B. b. smaragdina também exibiu um efeito
trifasico no registro da amplitude das respostas contrateis; na maior

concentragéo testada o veneno induziu uma imediata contratura muscular que
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nao foi vista em investigagdes anteriores em condi¢cdes normais de Ca?*. Em
preparacées TSn-m a adicdo de veneno causou um imediato aumento na
concentragdo intracelular de Ca?* nas fibras musculares indicando um possivel
efeito direto do veneno na liberagdo de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico. Esta
contratura muscular compartilha algumas das caracteristicas farmacoldgicas da
cafeina (Lin-Shiau et al., 1989) e cardiotoxinas ofidicas (Harvey et al., 1982). E
uma atividade que nao tem sido mostrada antes e requer mais investigacao
afim de caracterizar a natureza deste fendmeno.

O efeito facilitatério inicial de B-neurotoxinas parece nao estar
relacionado com a atividade PLA2 uma vez que é possivel observar aumento
da liberagdo de ACh em experimentos com toxinas pré-tratadas com p-BPB
(Chang e Su, 1982; Rowan et al.,, 1990), em baixa temperatura (Fathi et al.,
2013) e sob condigdes de Ca?* reduzido (Su e Chang, 1984), tratamentos que
determinam a inibicdo PLA2. Aqui também observamos que o efeito facilitatério
causado pelo veneno de B. b. smaragdina, Bbil-TX e Taipoxina estava presente
em condicbes de Ca?* reduzido e em baixa temperatura. Todos esses
resultados sugerem, fortemente, que a faciltacdo neuromuscular &
independente da atividade PLA2 enquanto que a atividade PLA2 é requerida
para determinar o bloqueio neuromuscular.

Com o objetivo de examinar a atividade pré-sinaptica do veneno de
B. b. smaragdina e da Bbil-TX foram registradas correntes i6nicas que estao
relacionadas ao fendmeno de polarizacdo e repolarizacdo dos terminais
nervosos. A forma de onda do terminal nervoso € composta de duas deflexdes
negativas; a primeira sendo atribuida a entrada de sédio e a segunda ao
movimento das correntes de potassio e calcio no terminal nervoso. O bloqueio
dos canais de potéssio do terminal nervoso (a exemplo de 3,4-Diaminopiridina)
aumenta a duragcdo do potencial de acado resultando em um atraso na
repolarizacdo da membrana; o potencial de acédo prolongado mantém a
abertura dos canais de calcio voltagem dependente e consequentemente
aumenta a liberagdo de neurotransmissor (Penner e Dreyer, 1986; Fathi et al.,
2001). Em nossos experimentos, observamos que o veneno total de B. b.
smaragdina e a toxina Bbil-TX causaram reducéao significativa da corrente de
K+ de preparagdes TSn-m, enquanto que a corrente de Na* pouco foi alterada,

embora a evidéncia de que as B-neurotoxinas operam desta maneira esta
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ainda aberta para debate pelo fato de que B-neurotoxinas ndo tém uma acao
direta sobre canais de potassio clonados (Fathi et al., 2001). Além disso, o
bloqueio da corrente de sédio (a exemplo de TTX) afeta os canais ibnicos
(Braga et al., 1992) e um bloqueio aparente de canais de potassio é observado
mas sem nenhum aumento subsequente da liberagdo de neurotransmissor.
Este aparente bloqueio dos canais de potassio é também visto quando o
terminal nervoso é despolarizado por toxinas ofidicas (Miotoxina a) ou pela
Ouabaina, um inibidor da bomba de sodio e potassio (Fatehi et al., 1998). A
auséncia de efeito do veneno de B. b. smaragdina e Bbil-TX sobre o potencial
de acdo composto do nervo ciatico e uma discreta alteragdo do potencial de
membrana muscular poderia sugerir que a despolarizacdo generalizada do
potencial de membrana tanto no nervo quanto no muasculo ndo explicam as
alteracdes fisioldgicas observadas.

A auséncia de marcacao de sinaptofisina e SNAP25 no terminal
nervoso de preparagdes NFD previamente incubadas com Bbil-TX suporta a
hipbtese de que Bbil-TX tem alta seletividade de acdo sobre a regido pré-
singptica como também reportado para outros venenos e toxinas (Dixon e
Harris, 1999; Harris, 2006; Rocha et al., 2009; Faiz et al., 2010).

Em linhagem celular de neuroblastoma (células SK-N-SH), o veneno
de B. b. smaragdina e Bbil-TX aumentam o movimento do calcio intracelular em
solucao fisioldégica e em condigdes de célcio reduzido. Em células mantidas em
condigdes normais de célcio houve intensa e transitéria alteragdo na
concentragdo de calcio intracelular o que nao foi observado em células
mantidas sob condigbes reduzidas de célcio. Além disso, o tratamento do
veneno e toxina com p-BPB também preveniu esta oscilacdo na concentracao
de caélcio intracelular, mostrando o papel da PLA2 na geracdo desses efeitos.
No entanto, a auséncia de efeito da toxina sobre o célcio intracelular das fibras
musculares poderia sugerir que a Bbil-TX tem uma alta seletividade sobre
tecido neuronal versus tecido muscular esquelético. Nés sugerimos que o
veneno de B. b. smaragdina e Bbil-TX aumentam a concentracdo de calcio
intracelular o que acarretaria um aumento nos valores do conteudo quéntico;
esse mecanismo € dependente de atividade PLA2 e pode também estar
relacionado ao bloqueio de canais de potassio ou ainda ser devido a um
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mecanismo fusogénico como proposto por Tedesco et al., (2009) para outras
neurotoxinas PLA2.
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CONCLUSAO
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7. CONCLUSAO

e O veneno de Bothriopsis bilineata smaragdina causa bloqueio
neuromuscular in vitro por agao pré-sinaptica dependente de atividade PLA:2

sem induzir importantes alteragbes nas fibras musculares.

e O efeito bloqueador neuromuscular induzido por este veneno é
essencialmente exercido por uma PLA2 Asp49 (Bbil-TX) a qual € responsavel

pela maior parte desta atividade.

e A Bbil-TX apresenta um perfil farmacol6égico semelhante ao de outras
neurotoxinas-PLAz (B-neurotoxinas) sugerindo um bloqueio de canais de
potassio do terminal nervoso motor, 0 que aumentaria a duragdo do potencial
de acao neuronal mantendo os canais de calcio voltagem-dependente abertos
por mais tempo. Assim, 0 consequente aumento da concentracdo de calcio
intracelular induziria uma intensa liberagcédo de vesiculas singpticas podendo até

causar a deplecao do neurotransmissor (acetilcolina).

e A auséncia da marcacao para as proteinas sinaptofisina e SNAP25 no
terminal nervoso corrobora a hipétese de que Bbil-TX exerce alta seletividade

de acdo sobre a regido pré-sinaptica.

e A discreta despolarizagdo de membrana e a auséncia de efeito sobre o
calcio intracelular das fibras musculares sugerem baixa atividade pés-sinaptica

para esta toxina.
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9. ANEXOS

9.1. Certificado da Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Unicamp

A
g

CEUA/Unicamp
T e By e e B Y e e T e B N SRl R PRSP

Comissao de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 2267-1, sobre "Estudo dos efeitos do veneno

total da serpente Bothriopsis bilineata e suas fracdes ativas sobre a juncao

neuromuscular", sob a responsabilidade de Profa. Dra. Léa Rodrigues Simioni

| _Rafael Stuani Floriano, esta de acordo com os Principios Eticos na

Experimentacao Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
— CEUA/Unicamp em 18 de outubro de 2010

CERTIFICATE

We certify that the protocol n° 2267-1, entitled ™ & IS D

agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the

Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved
by the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of

Campinas - Unicamp) on October 18, 2010.

Campinjas, 18 de outubro de 2010.

A \
hi alaa L
7 ; / ﬁ/ \
(_Profa. Dra. Ana Mafi& A. Guaral Fatima Alonso

Presidente Secretaria Executiva

CEUA/UNICAMP Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 E-mail: comisib@unicamp.br
13083-970 Campinas, SP — Brasil http://www.ib.unicamp.br/ceea/
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In this work, we examined the neuromuscular activity of Bothriopsis bilineata smargadina
(forest viper) venom in vertebrate isolated nerve-muscle preparations. In chick biventer
cervicis preparations the venom caused concentration-dependent (0.1-30 pg/ml) neuro-
muscular blockade that was not reversed by washing, with 50% blockade ocourring in 15-
A0 min. Muscle contractures to exogenous acetylcholine and KCI were unaffected by
venom, but there was a slight increase in creating kinase release after 120 min (from
B0+ 15 to 206 +25Ujml, r=6, p< 005). In mouse phrenic nerve-diaphragm prepara-
tions, the venom (1, 10 and 30 pg/ml) produced marked facilitation { ~ 120% increase above
basal) at the highest concentration followed by neuromuscular blockade; the effects at
lower concentrations were considerably less marked. Venom increased the quantal
content values after 15 and 30 min followed by significant inhibition at =90 min, However,
venom did not alter the muscle membrane resting potential or the response to exogenous
carbachol. In both preparations, incubation at 22 °C instead of 37 °C delayed the onset of
blockade, as did inhibition of venom PLA; activity, In curarized mouse preparations, the
venom produced only muscle facilitation, These results indicate that B b. smargadina
venom causes neuromuscular blockade in vitro by a presynaptic mechanism involving
PLA.

& 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.,

* Corresponding author. Tel: +5519 3521 9533; fax: =55 19 3289 5846,
E-mmi address: simoni@umiampbr (L Bodrigues-Simion ).
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ABSTRACT
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Keywords;

Asp4g PLA;

Bothriopsis bilineara smargading
Meuromuscular blockade
Presynaptic action

Snake venom

The neuromuscular activity of Bbil-TX, a PLA; with catalytic activity isolated from
Bothriopsis bilineata smargading venom, was examined in chick biventer cervicis (BC) and
mouse phrenic nerve-diaphragm (PND) preparations. In BC preparations, Bbil-TX (0.5-
10 pg/ml) caused time- and concentration-dependent blockade that was not reversed by
washing; the times for 50% blockade were 87 & 7, 41 & 7 and 19 + 2 min {mean + SEM;
n = 4-6) for 1,5 and 10 pg/ml, respectively. Muscle contractures to exogenous ACh and KCI
were unaffected. The toxin (10 pg/ml) also did not affect the twitch-tension of directly-
stimulated, curarized (10 pg/ml) BC preparations. However, Bbil-TX (10 pg/ml) produced
mild morphological alterations (edematous and/or hyperchromic fibers) in BC; there was
also a progressive release of CK (from 116 + 17 IUfml (basal) to 710 + 91 IU/ml after
45 min). Bbil-TX (5 pg/mil)-induced blockade was markedly inhibited at 22-24 °C and
pretreatment with p-bromophenacyl bromide (p-BPB) abolished the neuromuscular
blockade. Bbil-TX (3-30 pg/ml, n — 4-6) caused partial time- and concentration-de pendent
blockade in PND preparations (52 4 2% at the highest concentration). Bbil-TX (30 pg/ml)
also markedly reduced the MEPPs frequency [from 26 4+ 2.5 (basal) to 10 4 1 after 60 min;
n=5;p < 0.05] and the quantal content [from 94 & 14 (basal) to 24 + 3 after 60 min;
n = 5; p = 0.05] of PND preparations, but cused only minor depolarization of the
membrane resting potential [from —80 + 1 mV (basal) to —66 + 2 mV after 120 min;
n = §5; p < 0.05], with no significant change in the depolarizing response to exogenous
carbachol. These results show that Bbil-TX is a presynaptic PLAz that contributes to the
neuromuscular blockade caused by B. b. smargadinag venom.

@ 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Bbil-TX, a PLA,, was purified from Bothriopsis bilineata snake venom after only one chromatographic step using RP-HPLC on
u-Bondapak C-18 column. A molecular mass of 14243.8 Da was confirmed by Q-Tof Ultima API ESI/MS (TOF MS mode) mass
spectrometry. The partial protein sequence obtained was then submitted to BLASTp, with the search restricted to PLA, from snakes
and shows high identity values when compared to other PLA;s. PLA, activity was presented in the presence of a synthetic substrate
and showed a minimum sigmoidal behavior, reaching its maximal activity at pH 8.0 and 25-37°C. Maximum PLA, activity required
Ca*™ and in the presence of Cd**, Zn®, Mn*, and Mg®" it was reduced in the presence or absence of Ca**. Crotapotin from
Crotalus durissus cascavella rattlesnake venom and antihemorrhagic factor DA2-II from Didelphis albiventris opossum sera under
optimal conditions significantly inhibit the enzymatic activity. Bbil-TX induces myonecrosis in mice. The fraction does not show
a significant cytotoxic activity in myotubes and myoblasts (C2C12). The inflammatory events induced in the serum of mice by
Bbil-TX isolated from Bothriopsis bilineata snake venom were investigated. An increase in vascular permeability and in the levels
of TNF-a, IL-6, and IL-1 was was induced. Since Bbil-TX exerts a stronger proinflammatory effect, the phospholipid hydrolysis
may be relevant for these phenomena.
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