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RESUMO




Os efeitos miotoxicos dos venenos botropicos sdo inquestionaveis pela
exuberante manifestagdo clinica e sdo extensivamente relatados na literatura.
Ja os efeitos neurotéxicos tém sido descritos sob condicbes in vitro,
em preparacdes neuromusculares, com pouca ou nenhuma evidéncia clinica.
O objetivo do presente estudo foi o de contribuir para o conhecimento sobre a
caracterizagdo bioquimica e farmacoldgica da Bp-12, uma nova miotoxina do
veneno de B. pauloensis. O perfil cromatogréafico do veneno evidenciou 18 picos,
o pico 12 (Bp-12) refere-se a nova fragdo estudada, uma vez que em ensaios
preliminares apresentou efeito sobre a JNM. O perfil eletroforético da Bp-12
mostrou a presenga de uma unica banda protéica com aproximadamente 14 kDa,
confirmado pela espectrometria de massa (13.789,56 Da). A composicdo de
aminoacidos apresentou alto conteudo dos residuos, Lys, Tyr, Gly, Pro e Cys,
tipicos de PLA, basicas. A Bp-12 possui 122 residuos de a.a.: SLFELGKMIL
QETGKNPAKS LGAFYCYCGW GSQGQPKDAV DRCCYVHKCC YKKITGCNPK
KDRYSYSWKD KTLVCGEDNS CLKELCECDK AVAICLRENL NTYNKKYRYF
LKPLCKKADA AC, com pl de 8,55 e uma alta homologia com outras PLA, Lys49
botrépicas (92,6 %).

A preparacgao nervo frénico-diafragma (NFD) de camundongo foi mais sensivel a
acdo da toxina do que a preparagdo biventer cervicis de pintainho.
Em preparacdes NFD, a Bp-12 (3,6 uM) induziu 50% de bloqueio em 17 £ 7 min,
inibindo completamente a resposta contratil a estimulos indiretos (120 min, 37 °C);
o bloqueio neuromuscular irreversivel também foi observado, quando o Ca?* foi
substituido pelo Sr?* na solugdo de Tyrode, quando a preparacdo foi curarizada
(estimulo direto) ou quando submetida a baixa temperatura (22 °C). O registro do
PM mostrou que a partir de 15 min de incubacdo com a Bp-12 (3,6 uM) ocorreu
uma progressiva despolarizagdo da membrana, com valores de -20,2 + 1 mV
(90 min, p<0,05). Ap6s 60 min de incubacao, o efeito da Bp-12 (3,6 uM) sobre os
valores do conteudo e tamanho quantico e amplitude média foram
respectivamente: 50 + 8; 0,09 + 0,01 e 3,0 £ 0,3 mV, estes ndo foram
significativamente diferentes quando comparados com os valores controle
(68+9;0,07+0,01 e 3,3+£0,2mV).
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Nos estudos de miotoxicidade, ap6és 120 min de incubacdo com 50 ug/mL de
veneno de B. pauloensis ou de Bp-12, o musculo diafragma apresentou areas de
mionecrose da ordem de 26 + 2 % e 27 £+ 1 % (p<0,05), respectivamente.
Os niveis de CK plasmatico aumentaram significativamente ap6s a administragéo
intramuscular de Bp-12, sendo: 827 + 92 U/L (50 ng) e 225 + 36 U/L (20 ng)
versus 48,3 + 8 U/L (controle), entretanto, com a via intravenosa nao houve

aumento significativo, mostrando que a Bp-12 ndo produz miotoxicidade sistémica.

A Bp-12 (2,5; 5,0 e 10,0 pg/pata) induziu edema de pata dependente da dose,
caracterizada por apresentar inicio de acao rapido, em torno de 30 min, sendo:
0,4 £ 0,02 mL; 0,6 + 0,05 mL e 0,7 £ 0,07 mL, respectivamente; também foi
calculada a area sob a curva para cada dose injetada, cujos valores foram (mL.h):
0,5+ 0,02 (salina); 0,9+ 0,11; 1,3+ 0,15 e 1,7 £ 0,19, respectivamente.

Conclui-se que a Bp-12 € uma nova PLA; Lys49 miotdxica, de carater basico,
com baixa atividade catalitica, que induz bloqueio neuromuscular irreversivel
dependente do tempo e da concentracdo e que apresenta atividades

farmacoldgica e bioquimica caracteristicas de miotoxinas botrépicas.
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ABSTRACT




The myotoxic effects caused by bothropics venoms are unquestionable by their
exuberant clinic manifestation and are extensively related in literature, since the
neurotoxic effects have been described in vitro conditions, in nerve-muscle
preparations, with little or neither clinic evidence. The aim of this study was to
contribute for the knowledge about the pharmacological and biochemical

characterization of Bp-12, a new myotoxin from B. pauloensis snake venom.

The elution profile of B. pauloensis crude venom after purification in one
chromatographic step presented eighteen peaks ranging from Bp-1 to Bp-18.
Peak 12 was named Bp-12 and resulted in one small peak with a retention time of
37 min, eluting at 56% of buffer B. The SDS-PAGE gel showed one electrophoretic
band, indicating that this toxin was obtained with high homogeneity and a
molecular mass of around 14 kDa, confirmed by MALDI-TOF mass spectrometry,
which showed that the protein had a molecular mass of 13789.56 Da. The amino
acids composition showed that Bp-12 presented high content of Lys, Tyr, Gly, Pro,
and 14 half-Cys residues, typical of a basic PLA,. The sequence of Bp-12 contains
122 amino acid residues: SLFELGKMIL QETGKNPAKS LGAFYCYCGW
GSQGQPKDAV DRCCYVHKCC YKKITGCNPK KDRYSYSWKD KTLVCGEDNS
CLKELCECDK AVAICLRENL NTYNKKYRYF LKPLCKKADA AC, with a p/ value of
8.55 and with a high homology with Lys49 PLA, from other bothropics venoms.
In mouse phrenic nerve-diaphragm (PND), the time needed for 50% paralysis was
17 £ 7 min (3.6 pM). Bp-12 can induce indirect and directly blocked evoked
twitches, even in the preparations in which Ca** is replaced by Sr** or low
temperature (22 °C), being the addition of d-tubocurarine required for direct
blocking. The resting membrane potential showed that after 15 min of incubation
with Bp-12 (3.6 uM), progressive despolarization decreased from —-83.9 + 1 mV
to —20.2 £ 1 mV (90 min, p<0.05). Intracellular recordings of endplate potentials
(EPPs) from mouse diaphragm preparations revealed that Bp-12 did no alter the

quantal content (50 + 8, tgo, p>0.05 of the control).
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Incubation with Bp-12 (50 pg/mL) or B. pauloensis (50 pg/mL) for 120 min
damaged 26 £+ 2 % and 27 £ 1 % (p<0,05), respectively. Bp-12 (20 and
50 ug/50 uL) has significantly increased the release of CK levels in the serum after
60 min of i.m. administration, being the values: 827 + 92 U/L and 225 + 36 U/L

(20 pg/mL). However, i.v. administration has not presented significant increased.

Bp-12 (2.5 — 10.0 pg/paw) induced local oedema formation in rat paw in vivo at
around 30 min, being found the values of: 0.4 + 0.02 mL (2.5 ng/paw),
0.6 £ 0.05 mL (5.0 pg/paw) and 0.7 £ 0.07 mL (10.0 pg/paw).

In conclusion, Bp-12 is a new myotoxic PLA, (Lys49), with low catalitic activity,
that is able to induce irreversible neuromuscular blockade and presents

biochemical and pharmacological activities characteristic of bothropics miotoxins.
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1.1- Aspectos epidemioldgicos

O numero de notificacbes de ofidismo vem aumentando ano a ano.
Em 2003, por exemplo, foram registrados 25.478 acidentes, correspondendo a

incidéncia de 15 casos por 100 mil habitantes (Brasil, 2005).

Tabela 1- Incidéncia de acidentes ofidicos por regiées brasileiras, ano de 2003
(Brasil, 2005)

Regides N° de notificacoes
Norte 7.073
Nordeste 6.117
Sudeste 6.840
Sul 2.741
Centro-Oeste 2.627
Total 25.478

Obs.: 80 casos sem identificagao.

Uma vez que nem sempre é possivel identificar a serpente causadora
do acidente, o diagnédstico do tipo de envenenamento é baseado em critérios
clinico e epidemioldgico. Assim, dos quatro géneros de serpentes pegonhentas
(Micrurus, Crotalus, Lachesis e Bothrops) verifica-se o predominio do acidente
botropico, que corresponde a 87,5 % dos casos ofidicos notificados no pais,
seguidos pelo crotalico (9,2 %), laquético (2,7 %) e elapidico (0,6 %),
com pequenas variagdes de acordo com a regiao e distribuicdo geografica das

serpentes (Brasil, 2005).

Os viperideos representam o mais importante grupo de serpentes para
a saude publica, pois sao responsaveis pela maioria e pelos mais graves
acidentes ofidicos registrados, ndo sé no Brasil, mas também em outros paises

americanos (Melgarejo, 2003).
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1.2- Género Bothrops

O género Bothrops apresenta 32 espécies e subespécies que estao
distribuidas nas Américas, desde o México até a Argentina (Hoge e Romano,
1972; Hoge e Romano-Hoge, 1978).

Essas serpentes habitam principalmente zonas rurais e periferias de
grandes cidades, preferindo ambientes umidos como matas, areas cultivadas e
locais onde haja facilidade para proliferacdo de roedores (paiois, celeiros,
depdsitos de lenha). Tém habitos predominantemente noturnos ou crepusculares.
Podem apresentar comportamento agressivo quando se sentem ameagadas,
desferindo botes sem produzir ruidos. S&o conhecidas popularmente por
‘jararaca”, “jararacugu”, “urutu-cruzeiro”, “cotiara”, “jararaca-do-rabo-branco”,
‘malha-de-sapo”, “patrona”, “surucucurana”, “combodia”, “caicara”, e outras
denominagbes. Destas, a “jararaca” € responsavel pela maioria dos acidentes

ofidicos no sudoeste do Brasil (Melgarejo, 2003).

Diversos componentes isolados de venenos botropicos, como fator
hemorragico (Mandelbaum et al., 1976, 1984), proteases, que atuam em etapas
da coagulagao sanguinea, causando disturbios de coagulagao (Nahas et al., 1979;
Hofmann e Bon, 1987), enzimas proteoliticas (Assakura et al., 1985; Tanizaki
et al., 1989) e miotoxinas (Gutiérrez et al., 1984, 1989; Homsi-Brandeburgo et al.,
1988; Moura-da-Silva et al., 1991) sdo responsaveis pelos sintomas clinicos

exibidos no envenenamento botrépico.

De maneira geral, o quadro clinico dos pacientes picados por serpentes
do género Bothrops consiste, sobretudo, de disturbios da coagulagdo, edema e
necrose local (Brazil, 1911; Homma e Tu, 1971; Rosenfeld, 1971; Jiménez-Porras,
1973). As principais causas de Obito estdo relacionadas a insuficiéncia renal
aguda e choque (Rothschild e Rothschild, 1979; Amaral et al., 1986;
Kouyoumdjian et al., 1991). Indiscutivelmente, ainda ha uma série de incégnitas
com relagdo a patogénese destes efeitos, que ainda permanecem como um
desafio para a pesquisa toxinolégica na América Latina (Gutiérrez e Lomonte,
2003) (Figura 1).
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Figura 1- Hipoteses sobre o desenvolvimento dos efeitos locais induzidos por
venenos das serpentes da familia Viperidae (Gutiérrez e Lomonte,
2003).

Entretanto, estudos tém demonstrado que a peconha de veneno
botropico pode apresentar efeitos especificos sobre preparagdes neuromusculares
isoladas, induzindo bloqueio da resposta muscular evocada, ou ainda, produzindo
sinais de neurotoxicidade em aves in vivo (Zamunér et al., 1996). Esses efeitos
passaram a ser descritos a partir do estudo do veneno de Bothrops jararacussu
(B. jararacussu) em preparagdes neuromusculares de ra (Rodrigues-Simioni et al.,
1983), no qual os autores observaram que o veneno inibia as contragdes
musculares evocadas direta e indiretamente e abolia o potencial de agao
composto do nervo e do musculo. Apés o fracionamento do veneno, estas
atividades foram reproduzidas por uma subfragdo, denominada Pool IV, composta
de dois polipeptidios com um peso molecular de aproximadamente 14 kDa,

que continha 30 % do conteudo protéico do veneno total. A fracdo ativa
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apresentava baixos niveis de atividade fosfolipasica A, (PLA?), era desprovida de
atividade proteolitica e induzia um rapido e pronunciado efeito despolarizante.
Este ultimo foi considerado o responsavel pelo bloqueio do potencial de acéo
composto. Mais tarde, o Pool IV foi purificado e caracterizado como uma
miotoxina, a bothropstoxina-l (BthTX-l), com estrutura PLA;, desprovida de
atividade catalitica, componente responsavel pela atividade miotoxica do veneno
bruto (Homsi-Brandeburgo et al., 1988; Cintra et al., 1993).

A partir do inicio de 1980, varios estudos demonstraram que além do
efeito miotdxico associado a atividade PLA, (Gutiérrez e Lomonte, 1995),
0os venenos de varias espécies botropicas, incluindo: B. jararacussu
(Rodrigues-Simioni et al.,, 1983, 1995; Heluany et al., 1992), B. insularis
(Cogo et al.,, 1993, 1998; Rodrigues-Simioni et al.,, 2004), B. lanceolatus
(LObo-de-Araujo et al., 2002), B. neuwiedi (Zamunér et al., 1996, 2004),
B. pirajai (Costa et al., 1999), B. leucurus (Prianti et al., 2003) induziram também

um bloqueio neuromuscular na preparacao nervo-musculo in vitro.

1.3- Bothrops neuwiedi

A serpente Bothrops neuwiedi (B. neuwiedi) agrupa na verdade,
um complexo de espécies, tradicionalmente tratado como uma unica espécie com
12 subespécies (inclusive a atual Bothrops pauloensis, anteriormente denominada
Bothrops neuwiedi pauloensis), a maioria presente no Brasil. Um estudo
eletroforético de proteinas do plasma das seis subespécies mais comuns do Brasil
mostrou a existéncia de dois grandes grupos, que, segundo os autores, também
se diferenciam na morfologia externa (Melgarejo, 2003). Silva (2000) fez ampla
revisdo morfolégica de mais de 1.050 exemplares das 71 amostras mais
representativas da area de ocorréncia dessa espécie, incluindo na analise,
a espécie Bothrops iglesiasi. Esse autor propds a sinonimizagdo em 7 espécies,
incluindo uma nova, atualmente em fase de descrigdo, a Bothrops sp

(“marmoreado”).

Introducéo
52



Resumidamente, Bothrops neuwiedi reune agora as antigas
subespécies Bothrops neuwiedi goyazensis, Bothrops neuwiedi meridionalis,
Bothrops neuwiedi paranaensis e Bothrops neuwiedi urutu, distribuidas nos
estados da Bahia, Minas Gerais, Goias, Sao Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo
e Parana; com Bothrops diporus eleva a espécie a subespécie homénima,
distribuida na Argentina e nos estados do Sul do Brasil; Bothrops lutzi, distribuida
principalmente nos estados do Piaui e da Bahia, sinonimiza, além da homdénima,
as subespécies Bothrops neuwiedi neuwiedi, Bothrops neuwiedi piahuyensis,
e a espécie Bothrops iglesiasi; Bothrops mattogrosensis compreende as
subespécies Bothrops neuwiedi mattogrosensis e Bothrops neuwiedi bolivianus,
e se distribui pelos estados de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Rondénia,
além da Bolivia; Bothrops pauloensis eleva a espécie a subespécie hombonima,
encontrada principalmente em Sao Paulo, Minas Gerais, Goias, Mato Grosso e
Mato Grosso do Sul; Bothrops pubescens compreende a subespécie homdénima
e se distribui no Rio Grande do Sul e no Uruguai; e finalmente a Bothrops sp
(“marmoreado”) compreende a espécie em descricdo, distribuida em Goias,
Tocantins e parte de Minas Gerais. Este complexo, como visto, esta presente
numa vasta extensao territorial da América do Sul, que, além de boa parte do
Brasil, com exceg¢do da bacia Amazbnica, compreende a Bolivia, Paraguai,
Argentina e Uruguai (Melgarejo, 2003).

Estas serpentes habitam ambientes umidos (como matas e areas
cultivadas), locais de proliferacdo de roedores, zonas rurais e periferia de grandes
cidades. Possuem habitos noturnos e sdo consideradas importantes do ponto de

vista epidemioldgico, pelo numero de acidentes registrados (Melgarejo, 2003).

Vérios estudos tém sido realizados com o veneno total de B. neuwied,,
visando conhecer suas propriedades e composi¢cdo. Nestes estudos, diversas
PLA, com diferentes caracteristicas e atividades biolégicas foram isoladas desse
veneno. Inicialmente, Vidal e Stoppani (1971), purificaram desse veneno duas
proteinas com atividades PLA; (P-1 e P-2), correspondentes ao segundo e terceiro

picos do perfil cromatografico.
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Mais tarde, Moura-da-Silva et al. (1991) isolaram proteinas basicas com
atividades PLA, e miotoxica de alguns venenos botrépicos, incluindo o de
B. neuwiedi. Em seguida, trés PLA, enzimaticamente ativas, com importante
atividade edematogénica foram isoladas do veneno de B. neuwied,
sendo sequenciadas suas regides N-terminal. As sequéncias determinadas
apresentaram alta homologia com PLA,; isoladas de Crotalus atrox e os autores
sugeriram sua inclusdo no grupo Il de PLA, (Daniele et al., 1995, 1997).

Zamunér et al. (1996), verificaram que o veneno de B. neuwiedi
causava flacidez do pescoco, perda do tdbnus muscular e insuficiéncia respiratéria
em ave, além de bloqueio da resposta contratil em preparagdes isoladas de aves,

sem afetar os receptores nicotinicos.

Continuando os estudos de purificagcdo bioquimica do veneno total de
B. neuwiedi, Geoghegan et al. (1999) purificaram uma PLA, miotdxica, a qual
denominaram miotoxina-l, que apresentou atividade edematogénica e nao foi letal
quando injetada via intraperitoneal em camundongos. A miotoxina-l nao
apresentou atividade enzimatica e sua sequéncia N-terminal exibiu uma alta
homologia com as miotoxinas Lys49 de crotalideos do grupo Il de PLA..
Este breve historico ressalta a importancia dos acidentes causados por esta

serpente.

1.4- Bothrops pauloensis

A Bothrops pauloensis € uma serpente de pequeno a médio porte,
dificilmente ultrapassando um metro de comprimento; sdo nervosas e muito ageis,
embora pequenas, produzem um bom numero de acidentes (Figura 2).
Sao encontradas principalmente em Sao Paulo, Minas Gerais, Goias, Mato Grosso
e Mato Grosso do Sul (Melgarejo, 2003) (Figura 3).
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Figura 2- A serpente Bothrops pauloensis’

'Fonte: Copyrigth by Ricardo J. Sawaya
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Figura 3- Distribuicdo geografica da serpente B. pauloensis no Brasi?

Fonte: http://www.proto.ufsc.br/manualpeconhentos.pdf
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Na ultima década, varios estudos sobre a agao farmacolégica da Bp-12
foram acrescentados, trazendo uma rica contribuicdo para a compreensao da
fisiopatologia deste veneno. Borja-Oliveira et al. (2002) confirmaram as
observagobes feitas por Zamunér et al. (1996) em preparagdes neuromusculares
isoladas de aves sobre o efeito pré-sinaptico do veneno de B. neuwied,,
verificando que esse efeito n&o era encontrado em todos os lotes de veneno de
diferentes procedéncias, mas da mesma espécie. Os autores observaram também
que, 0s venenos mais potentes em produzir bloqueio neuromuscular

apresentavam em seu perfil eleroforético uma banda extra.

Continuando os estudos, Borja-Oliveira et al. (2003) demonstraram a
neurotoxicidade do veneno de B. neuwiedi pauloensis, agindo primariamente em
sitios pré-sinapticos, e que a atividade enzimatica poderia estar envolvida nesta
acgao farmacoldgica. Posteriormente, evidenciando a agao pré-juncional do veneno
de B. neuwiedi pauloensis, Durigon et al. (2005) relataram aumento da frequéncia
de PPTM e a presenca de PsPTM gigantes em musculo diafragma isolado de
camundongo, incubado com o veneno total. Esses achados demonstraram que,
na verdade, alguns venenos botropicos podem ser capazes de produzir

neurotoxicidade, ainda que esse fato nao tenha sido evidenciado clinicamente.

Numa outra linha, 1zidoro et al. (2003) verificaram que o extrato aquoso
das folhas de Casearia mariquitensis (Flacourtiaceae), uma planta brasileira,
possui componentes capazes de inibir algumas alteragcbes hematologica e

sistémica induzidas pelo veneno total de B. neuwiedi pauloensis.

O estudo do modo de acédo dos venenos ofidicos sofreu um grande
progresso, quer pelo emprego de variados métodos e técnicas de investigagéo
farmacoldgica, quer pela separagao dos constituintes das pegonhas em estado de
pureza. No que se refere a este ultimo item, o veneno de B. pauloensis,
em particular, foi fracionado pela primeira vez por Rodrigues et al. (1998) que
relataram a presencga de duas proteinas com estruturas PLA,; homodlogas Lys49,
denominadas BnSP-6 e BnSP-7, capazes de bloquear a resposta contratil na

juncdo neuromuscular, de induzir severa mionecrose e de induzir atividade
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edematogénica. Posteriormente, a miotoxina BnSP-7 foi cristalizada, e verificaram
que esta é constituida por duas moleculas na unidade assimétrica e que promove
ruptura da membrana celular independente da atividade catalitica (Fontes et al.,
1999; Soares et al., 2000; Magro et al., 2003).

Soares et al. (2000) deram continuidade aos achados de Rodrigues
et al. (1998), revelando algumas caracteristicas funcionais da BnSP-7 (PLA, Lys49
miotoxica) como, por exemplo, o bloqueio neuromuscular irreversivel, bem como a
neutralizacdo total desse efeito pela heparina, a ruptura da membrana celular
independente de calcio, as atividades bactericida e edematogénica, e a liberagao

de CK plasmatico dependente da dose.

Mais tarde, outras duas proteinas foram isoladas do veneno de
B. pauloensis, a BnpTX-l e a BnpTX-Il (ambas PLA; Asp49 miotdxicas), as quais
induziram bloqueio neuromuscular irreversivel em preparagdo nervo
frénico-diafragma de camundongo, mionecrose, significativa liberacdo de CK
plasmatico, efeito citotoxico in vitro, edema de pata em rato e atividade
bactericida, sugerindo que a atividade enzimatica € importante para esses efeitos

farmacolégicos (Rodrigues et al., 2004).

Recentemente, duas PLA, (Asp49) pré-sinapticas, denominadas
NeuTX-l e NeuTX-ll foram isoladas do veneno de B. pauloensis, ambas
produziram bloqueio neuromuscular irreversivel em preparagao biventer cervicis
de pintainho, sob estimulo indireto, sem afetar o receptor nicotinico. Os autores
sugeriram que a NeuTX-l e -ll fossem incluidas em duas classes de toxinas:
(1) no grupo Il de PLA; de venenos, que agrupa aquelas encontradas em venenos
de serpentes da familia Viperidae e (2) no grupo das [B-neurotoxinas, que agrupa
as PLA;, neurotdéxicas pré-sinapticas com atividade enzimatica (Borja-Oliveira
et al., 2007).

Nessa mesma linha, Rodrigues et al. (2007) isolaram e caracterizaram
bioquimica e farmacologicamente uma nova PLA; Asp49 miotdxica do veneno de

B. pauloensis, denominada Bp-PLA,, e verificaram que esta toxina induziu
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atividades hemolitica indireta, edematogénica e miotoxica, e inibiu a agregacao
plaquetaria; além disso, os autores sugeriram que a conservagao do residuo His48

nessa miotoxina € essencial para a expressao de todas as atividades observadas.

Como se percebe, muitos esforcos tém sido envidados para o
entendimento do modo de agdo das PLA; obtidas do veneno de B. pauloensis,
com o objetivo de contribuir para o estudo das toxinas em geral (Tabela 2).
Neste sentido, o presente projeto consistiu em prosseguir as investigagdes sobre
esse veneno, estudando uma nova PLA;, com o objetivo de contribuir para o
esclarecimento da génese do efeito téxico do veneno de B. pauloensis no acidente

ofidico.

Tabela 2- Caracteristicas gerais das diferentes PLA; isoladas do veneno de

B. pauloensis.

. Atividade Atividade Bloqueio . Atividade L.
Toxinas PLA; Carater Da pl . o Mionecrose Referéncia
Catalitica edematogénica neuromuscular CK

BnSP-6 Lys49 basico ~14.000 8,6 - + BCP + nd Rodrigues
et al., 1998

BnSP-7 Lys49 basico 13.727 8,9 - + BCP + + Rodrigues
et al., 1998;

Soares

et al., 2000

BnpTX-l Asp49 basico ~14.000 7,8 + + NFD + + Rodrigues
et al., 2004

BnpTX- Asp49 basico ~14.000 nd + + NFD + + Rodrigues
Il et al., 2004
NeuTX-l Asp49 nd ~14.000 nd + nd BCP nd nd Borja-Oliveira
et al., 2007
NeuTX- Asp49 nd ~14.000 nd + nd BCP nd nd Borja-Oliveira
Il et al.,, 2007
Bp- Asp49 acido 15.800 4,3 + + nd + + Rodrigues
PLA, et al., 2007

nd = ndo determinado; (+) com atividade; (-) sem atividade.
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1.5- Fosfolipases A, homologas Lys49

As fosfolipases A, (PLA2) de venenos de serpentes exibem uma ampla
variedade de efeitos farmacoldgicos, entre eles, neurotoxicidade pré- e
pos-sinaptica, miotoxicidade, cardiotoxicidade, efeitos anticoagulantes, atividade
hemolitica, atividade edematizante, entre outras (Kini, 2003; Gutiérrez e Lomonte,
2003).

As PLA; sdao macromoléculas que possuem aproximadamente 110 a
135 residuos de aminoacidos e séo divididas em: PLA, miotdxica Asp49 (D49),
cataliticamente ativas e as PLA,; homodlogas ou “like” que tém no lugar de Asp49,

uma Lys49 (K49) e que sao cataliticamente inativas (Fletcher et al., 1996).

O modo de agdo muscular de ambas, Lys49 e Asp49 é diferente, mas,
em geral, elas podem causar rapida lise do sarcolema levando a um estado de
mionecrose. O papel da atividade catalitica destas miotoxinas é controverso e nao
esta totalmente esclarecido, ja que as miotoxinas PLA, homodlogas Lys49 nao
possuem uma atividade lipolitica, portanto, outros mecanismos devem estar

envolvidos na expressao da atividade miotoxica (Fletcher et al., 1996).

Vérias miotoxinas isoladas nestes ultimos anos tém sido caracterizadas
como proteinas de massa molecular em torno de 13 kDa. Estas PLA, homdlogas
(tanto Asp49 como Lys49) possuem um potente efeito miotdxico e se caracterizam
pelo seu forte carater associativo em dimeros, que é a forma mais comum de
polimerizagdo encontrada para as PLA; miotdxicas, e eventualmente em
tetr@meros (Arni e Ward, 1996).

As PLA, miotoxicas tém sido objeto de muitos estudos, pois
correspondem aproximadamente a 30 % do veneno total, sendo as toxinas mais
abundantes que existem no veneno das serpentes botropicas. Apesar da
homologia, as PLA; de venenos ofidicos possuem diferengas biologicas
extremamente acentuadas, desde sua atividade téxica até ao evento

farmacolégico desencadeados nos sistemas bioldgicos.
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Até o presente momento, existem poucas PLA; sem ou com baixa
atividade catalitica, que foram intensamente estudadas em modelos biologicos,
para a compreensdo de diversos eventos farmacoldgicos, como por exemplo,
a miotoxicidade. Desta forma, o isolamento e a caracterizagdo de PLA; Lys49 é
importante como uma ferramenta molecular e modelo para ilustrar aspectos que
ajudem a elucidar os eventos farmacologicos ligados a agao de venenos e de suas

toxinas.

1.6- Miotoxinas

Miotoxinas sdo componentes de venenos que atuam especificamente
sobre o musculo esquelético, sem afetar outras estruturas, como o tecido
conjuntivo e o nervo. A rapida ruptura das células musculares € seguida por uma
série de eventos degenerativos, os quais sao similares para varias PLA;
miotoxicas, independentemente de sua fonte e da presenga ou auséncia de
atividade catalitica (Mebs e Ownby, 1990).

O termo miotoxicidade local pode ser aplicado a toxinas que produzem
degeneragao do musculo no local da injegao ou apds a incubagao em preparagdes
neuromusculares isoladas (Gopalakrishnakone et al.,, 1997). Como exemplo,
a BthTX-I, uma miotoxina PLA; isolada do veneno de Bothrops jararacussu,
que produz contratura, bloqueio da resposta contratil a estimulo elétrico indireto e
direto, despolarizacdo do sarcolema em preparagdes neuromusculares isoladas
de camundongo, bem como alteragbes morfolégicas das fibras musculares de r3,
preservando o terminal nervoso (Rodrigues-Simioni et al., 1983;
Homsi-Brandeburgo et al., 1988; Heluany et al., 1992).

Em varios casos, a mionecrose local pode provocar seqlielas drasticas,
como perda tecidual permanente, incapacidade ou amputacdo do membro afetado
(Milani et al., 1997; Otero et al., 2002).

Introdugéo
61



Por outro lado, a miotoxicidade sistémica pode provocar mioglobinuria e
insuficiéncia renal aguda, uma causa frequente de morte por picada de serpente
do género Crotalus (Azevedo-Marques et al., 1985).

As miotoxinas dos venenos de serpentes sao classificadas em
trés grupos principais que constituem familias de proteinas estruturalmente
distintas (Harris e Cullen, 1990; Lomonte et al., 2003). Estas incluem:
(1) pequenas miotoxinas, (2) cardiotoxinas e (3) miotoxinas PLA, (Figura 4).
As miotoxinas PLA; formam um grande grupo que pode ser subdividido em
miotoxinas neurotéxicas e nao-neurotdxicas (Mebs e Ownby, 1990). Gutiérrez e
Cerdas (1984) acrescentaram um quarto grupo, as (4) toxinas hemorragicas,
que podem danificar indiretamente as fibras musculares esqueléticas,

provavelmente por isquemia.

As miotoxinas nao-neurotoxicas sdo mais comumente encontradas em
venenos viperideos e crotalideos, podendo ser classificadas em: PLA, Asp49,
que catalisa ligagdes éster na posigao sn2 de glicerofosfolipidios e PLA; Lys49 ou
“‘PLA,-like” que sdo desprovidas de atividade catalitica (Lomonte et al., 2003).
Em contraste com as miotoxinas neurotoxicas, as miotoxinas nao-neurotdxicas
possuem altos valores de DLsy (Gutiérrez et al.,, 1986; Rosenberg, 1990;
Angulo et al., 1997; Andrido-Escarso et al., 2000; Soares et al., 2000), por isso seu

efeito letal € de pouca relevancia (Lomonte et al., 1985).

As miotoxinas neurotéxicas sdo comumente encontradas em venenos
elapidicos, possuem valores de DLsy extremamente baixos, caracteristica
importante no efeito letal, exibem potente efeito pré-sinaptico na jungéo
neuromuscular (Rosenberg, 1990), um exemplo bem caracteristico deste grupo de
miotoxinas PLA; neurotdxicas € a notexina do veneno de Notechis scutatus
scutatus, uma serpente elapidica australiana (Harris et al. 1975; Dixon e Harris,
1996).
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MIOTOXINAS

» Pequenas miotoxinas

Basica, ndo-enzimatica, cadeia
peptidica simples de 42-45 a.a.

v

—>» cardiotoxinas

v

Basica, ndo-enzimatica, cadeia
peptidica simples de ~ 60 a.a.

— neurotoxicas

v

Basica, cadeia simples (~120 a.a.)
ou proteinas multiméricas com
atividade PLA, e neurotoxicidade
pré-sinaptica

—>» miotoxinas PLA;

miotoxinas PLA, Asp49 ——» Basica, cadeia simples (~120 a.a.)

| enzimaticamente ativas ou proteina dimérica com atividade
PLA,
—> n&o-neurotoxicas
| miotoxinas PLA; Lys49 ——p Basica, cadeia simples (~120 a.a.)
enzimaticamente inativas ou proteina dimérica com estrutura
PLA,

Figura 4- Classificagdo e caracteristicas gerais de miotoxinas de venenos ofidicos
(Lomonte et al., 2003)
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2- OBJETIVOS
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2.1- Objetivo geral

e Fracionar o veneno de Bothrops pauloensis e selecionar uma nova fragao ativa

na jungao neuromuscular.

2.2- Objetivos especificos

e |Isolar, purificar e caracterizar bioquimicamente a nova fracao (Bp-12) obtida do
veneno de Bothrops pauloensis.

e Estudar os efeitos da fracdo Bp-12 em mamiferos (in vivo e in vitro),
através dos estudos:

- da atividade miotéxica;
- da atividade neurotoxica;

- da atividade edematogénica.
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3- MATERIAL E METODOS
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3.1- Veneno e reagentes

O lote de veneno de Bothrops pauloensis utilizado neste trabalho foi
resultante de um “pool” da mesma espécie, adquirido do Serpentario Proteinas
Bioativas Ltda. (Fazenda Boa Esperanga, Batatais/Sdo Paulo). Todos os
reagentes e sais com alto grau de pureza foram obtidos dos laboratérios:
Sigma-Aldrich Chemicals, Synth, Merck e Bio Rad. Kits de creatinoquinase
CK-NAC (Bioclin/Quibasa, Brasil) e de historesina (Leika NuBloch/Heidelberg,
Alemanha).

3.2- Animais

Foram utilizados camundongos machos da linhagem Swiss, pesando de
18 a 25 g, ratos machos da linhagem Wistar, pesando de 150 a 180 g, ambos
fornecidos pelo Biotério Central da Unicamp; e pintainhos da linhagem HY LINE
W36, pesando de 40 a 50 g (4 a 8 dias), fornecidos pela Globo Aves Ltda.
Os animais foram mantidos em gaiolas abastecidas com agua e ragao ad libitum,
em ambiente com temperatura constante e iluminag&do controlada (12 horas com
luz e 12 horas sem luz). O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica

em Experimentagdo Animal da Unicamp (protocolo n° 939-2, anexo 1).

3.3- Ensaios bioquimicos
3.3.1- Purificagdo em HPLC de fase reversa

A quantidade de 20 mg do veneno total de B. pauloensis foi aplicada
em uma coluna HPLC de fase reversa. O sistema cromatografico utilizado foi o
HPLC PDA-991 (Waters), equipado com duas bombas Waters modelo 510/B,
um injetor automatico de amostras U6K com um “loop” de 2,0 mL e uma coluna
p-Bondapak C18 0,78 X 30 cm (analitica), previamente equilibrada com acido
trifluoroacético 0,1 %, pH 3,5 (Tampao A). Inicialmente, a eluicdo das amostras foi
realizada por meio de um gradiente linear com acetonitrila 66,5 % (Tampao B).
O perfil de eluicao foi monitorado a 280 nm e as fragbes coletadas foram

liofilizadas, estocadas a -20 °C.
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3.3.2- Eletroforese em SDS-PAGE

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Laemmli (1970), as placas de poliacrilamida foram feitas
de modo descontinuo, apresentando um gel de concentragdo de 5 % e um gel de
corrida de 12,5 % de acrilamida estoque. Para o gel de concentragao foi usado o
tampéo Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8, enquanto para o gel de corrida foi usado o tampéao
Tris-HCI 1,0 M, pH 8,8. Em ambos os géis foram acrescentados 0,1 % (v/v) de
SDS (dodecilsulfato de sodio) 20 %.

A corrida eletroforética foi realizada em um Sistema High Small I SE
250 (Hoefer Scientific). As amostras e os marcadores foram dissolvidos no tampao
de amostra (Tris-HCI, 0,075 M, pH 6,8; 10 % glicerol; 4 % SDS; 0,001 % azul de
bromofenol). A corrida eletroforética foi realizada usando-se uma amperagem
constante de 30 mA, durante 60 min. Ao final da eletroforese, os géis foram
corados com solugdo azul de Coomassie 0,05 % a 37 °C e o excesso do corante

removido com acido acético 7 %.

3.3.3- Espectrometria de massa por Maldi-Tof

A massa molecular da Bp-12 foi analisada utilizando um espectrémetro
de massa Voyager De Pro Maldi-Tof (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
1 uL da amostra foi dissolvido em ATF 0,1 % e misturado em 2 uL da matriz
(acido a-ciano-4-hidroxicinnamico, 60 % acetonitrila e 0,1 % ATF). A massa foi
analisada sob as seguintes condi¢bes: aceleragdo de voltagem 25 kV, o laser

ajustado a 2890 mJ/com? em 300 ns e o modo de analise linear.

3.3.4- Determinagéao da atividade fosfolipasica

A determinacado da atividade fosfolipasica foi realizada segundo os
métodos descritos por Cho e Keédzy (1991) e Holzer e Mackessy (1996),
modificado por Ponce-Soto et al. (2002).
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Foram utilizadas amostras (B. pauloensis e Bp-12) na concentragao de
1 mg/mL. 20 pL da amostra foram incubadas com 200 uL de tampéo (Tris-HCI
10mM, CaCl, 10mM, NaCl 100 mM, pH 8,0), 20 uL de substrato (acido 4-nitro-3-
octanoiloxibenzéico 3 mM), 20 uL de agua deionizada, num volume final de
260 pL, por 20 min a 37 °C. Todos os ensaios foram feitos em ftriplicata e a

atividade enzimatica monitorada a 425 nm e expressa em nmol/min/mg.

3.3.5- Analise de aminoacidos

A andlise de aminoacidos foi realizada segundo a metodologia descrita
por Henrikson e Meredith (1984), utilizando um analisador automatico de
aminoacidos PICO TAG (Sistema Waters). Os aminoacidos derivatizados
(PTC aminoacidos) das amostras foram identificados em uma coluna de fase
reversa, de acordo com o tempo de retencdo dos PTC aminoacidos padrdes.
Para estimativa da composic¢ao global, a analise de composi¢cédo de aminoacidos

foi realizada de acordo com o método descrito por Toyama et al. (1995).

3.3.6- Determinacgéo da estrutura primaria

¢ Reducao e carboximetilacao

A Bp-12 foi repurificada em HPLC de fase reversa (Waters PDA-991)
usando uma coluna p-Bondapak C18 (analitica). A toxina pura foi dissolvida em
6M guanidina/HCI, 0,4 M Tris (pH 8,15), 2 mM EDTA (acido tetracético
etilenodiamino), reduzida com ditiotreitol (DTT) e carboximetilada com *C-acido
iodo acético (Marangoni et al., 1995). A dessalificagdo da amostra foi realizada em

uma coluna G-25 (previamente equilibrada com acido acético glacial 1M).
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¢ Digestao enzimatica e purificacao dos fragmentos peptidicos

A Bp-12 liofilizada, reduzida e carboximetilada foi digerida por duas
enzimas, primeiro com a protease V8 de Staphilococcus aureus (por 16h a 37 °C),
a reacgao foi interrompida e, em seguida, a amostra foi liofilizada de acordo com o
método descrito por Houmard e Drapeau (1972). Posteriormente, foi digerida com
Clostripaina por 8h a 37 °C, segundo o processo descrito por Cintra et al. (1993),

apos a interrupgao da reacado as amostras foram liofilizadas.

A Bp-12 digerida foi repurificada em HPLC de fase reversa
(Waters PDA-991) usando uma coluna p-Bondapak C18. A separagdo dos

peptideos foi feita com um gradiente de acetonitrila em 0,1 % ATF.

¢ Sequienciamento N-terminal

A sequUéncia de aminoacidos da Bp-12 (reduzida e carboximetilada) foi
obtida dos peptideos resultantes da hidrélise enzimatica, utilizando um
sequenciador automatico modelo Procise f (Applied Biosystem). Os PTH
aminoacidos foram identificados em um analisador automatico de PTH
aminoacidos modelo 120A (Applied Biosystem) de acordo com o tempo de
retencdo dos 20 PTH aminoacidos padrdes. Os peptideos contendo Cys foram
identificados como PTH carboximetilcisteina marcada e confirmada por contagem
radioativa (Modelo Beckman L-8 250).

3.4- Ensaios farmacolégicos
3.4.1- Preparacao biventer cervicis de pintainho

A preparacédo foi isolada e montada de acordo com o método de
Ginsborg e Warriner (1960). Os pintainhos foram anestesiados com halotano

(via inalatéria) e apdés a dissecagdo, o musculo foi suspenso em uma cuba de
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5 mL, contendo solugao nutritiva de Krebs com a seguinte composigao em mM:
NaCl 118,6; KCI 4,69; CaCl, 1,88; KH,PO4 1,17; MgSO4 1,17; NaHCO3 25,0 e
CeH1206 11,65. A solucdo foi aerada de modo constante com carbogénio
(mistura de 95% O; e 5% CO3) e mantida a 37 °C. A preparagao foi submetida a
uma tensdo constante de 1 g, estimulada por meio de eletrodos bipolares
(estimulagcdo de campo) com pulsos supramaximais (estimulador Grass S48;
5V, 0,1 Hz, 0,2 ms). As contragdes musculares e as contraturas em resposta a
adicdo de KCI (20 mM) e acetilcolina (110 uM) exdgena foram registradas em
fisidgrafo (Gould RS 3400), por meio de transdutores isométricos (Load Cell
BG-10 GM). Os registros das contraturas para o KCl e para a ACh foram
realizados com auséncia de estimulagao elétrica no inicio (antes da adigdo da
Bp-12) e no final do experimento (apds 120 min de incubagdo com a toxina ou
apos bloqueio total). Apds um periodo de estabilizagdo de 20 min foi adicionada a
Bp-12 (0,7 uM ou 3,6 uM).

3.4.2- Preparacao nervo frénico-diafragma de camundongo

Os camundongos foram anestesiados com halotano (via inalatéria) e
posteriormente exsanguinados. ApoOs a dissecagcdo, para a retirada dos
hemidiafragmas e isolamento dos nervos frénicos correspondentes (Bulbring,
1946), as preparagdes foram fixadas em cuba contendo 5 mL da solugdo nutritiva
de Tyrode, com a seguinte composicao em mM: NaCl 137; KCI 2,7; CaCl, 1,8;
MgCl; 0,49; NaH,PO4 0,42; NaHCO3 11,9 e CgH1206 11,1. A solugao foi aerada
constantemente com carbogénio (mistura de 95 % O, e 5 % CO;) e mantida a
37 °C. O musculo diafragma foi mantido por sua porgéo tendinosa sob tenséo
constante de 5g. A preparagcado foi exposta a estimulagdo elétrica indireta
(estimulador Grass S48; 3 V, 0,1 Hz, 0,2 ms,) ou direta (50 V, 0,1 Hz, 2 ms) e as
contragdes musculares foram registradas em um fisiografo (Gould RS 3400),
por meio de transdutor isométrico (Load Cell BG-10 GM). Apdés um periodo de
estabilizacao de 20 min foi adicionada a Bp-12 (0,7; 1,4; 3,6 ou 7,2 uM); ainda

alguns experimentos foram realizados substituindo Ca®* por Sr** na solugdo
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nutritiva de Tyrode ou em temperatura de 22 °C. A agdo muscular sob estimulagéo
direta foi ensaiada tratando a preparagédo com d-tubocurarina (7,3 uM), seguida

por estimulagao direta.

3.4.3- Estudo eletrofisiologico

A preparagcdo hemidiafragma de camundongo com sua face toracica
voltada para cima, fixada horizontalmente por meio de alfinetes, em cuba revestida
de resina e silicone, preenchida com 2 mL de solugdo nutritiva de Tyrode
(composigao descrita) e aerada com carbogénio (mistura de 95 % O, e 5 % CO») a
28 °C. Para a realizacado do registro de paradmetros eletrofisiolégicos, a cuba foi
colocada na platina do microscopio estereoscépio (Wild M7 S - Switzerland) com

capacidade para aumentos de até 40 vezes.

Utilizando a técnica convencional de registro com microeletrodo
(Fatt e Katz, 1951), os microeletrodos de vidro foram preparados através do
Vertical Pipete Puller (modelo 700D - David Kopf Instruments) e preenchidos com
KClI 3 M, com uma resisténcia entre 10 — 25 MQ. Os microeletrodos foram
introduzidos intracelularmente sobre as fibras musculares superficiais, com o
auxilio de micromanipulador (Leitz) para as medidas dos potenciais de membrana
em repouso (PM) e de placa terminal (PPT). Os biopotenciais foram obtidos por
meio de um amplificador de sinais (Getting Microelectrode Amplifier, MA, USA) e
observados em osciloscopio Tektronix. Os registros foram feitos em um
microcomputador (Microtec, Sdo Paulo, SP) carregado com um software para
aquisicdo de dados (AgDados, Lynx, Sdo Paulo, SP). O computador munido de
uma placa conversora A/D foi capaz de digitalizar os biopotenciais e grava-los

para posterior analise.

3.4.3.1- Registro do potencial de membrana em repouso

Para a medida do potencial de membrana das fibras musculares,
os microeletrodos foram inseridos intracelularmente sobre as fibras musculares

superficiais, com o auxilio do microscoépio, fazendo a medida do deslocamento
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vertical sofrido pelo feixe no osciloscépio, no momento da insercdo. Além disso,
o potencial de membrana foi monitorado digitalmente por intermédio do software ja
descrito. O mesmo procedimento foi repetido em 5 fibras distintas em um periodo
maximo de 1 minuto. O estudo dos efeitos induzido pela Bp-12 sobre o potencial
de repouso da fibra muscular foi efetuado nos tempos tp (controle), tis, t3, a5, tso,

too min e apds a lavagem da preparagéo.

3.4.3.2- Registro do potencial de placa terminal
3.4.3.2.1- Técnica cut muscle

A técnica cut muscle proposta primeiramente por Barstad (1962) e
modificada para camundongo por Banker et al. (1983) foi utilizada para evitar a
deflagracdo de potenciais de agdo, quando o nervo motor for estimulado para
gerar o potencial de placa terminal. Essa técnica consiste em cortar
perifericamente, em toda a sua extensdo, as fibras musculares da preparagao
hemidifragma de camundongo com seu respectivo nervo frénico (descrita no item
3.4.2.). Este procedimento causa queda do potencial de membrana celular
(em torno de -40 mV), com inativagao inicial dos canais de sédio, o que impede a
deflagracdo do potencial de agdo e consequentemente paralisia muscular,
assegurando assim, o registro de PPT isentos de potencial de agao (Prior et al.,
1993).

Os registros dos potenciais de placa terminal (PsPT) foram feitos em
resposta a estimulagéo elétrica (supramaximal). Para tal, utilizou-se a estimulagéo
elétrica indireta por meio de eletrodo de platina posicionado de modo a sugar o

coto distal do nervo frénico (10 - 15V, 0,2 ms, 1 Hz).

3.4.3.2.2- Analise dos potenciais de placa terminal
e Tamanho quantico

O tamanho quantico corresponde a despolarizagao promovida por um
“‘quantum” de acetilcolina, que € definido como a quantidade de moléculas de

acetilcolina contida numa vesicula sinaptica (Hubbard et al., 1969). O tamanho

Material e Métodos
77



quantico foi estimado pelo método da varidncia (Hubbard et al., 1969).
Este método pressupde que numa salva de PsPT gerados a uma determinada
frequéncia, o numero de unidades quanticas que integra cada PPT varia, de PPT
a PPT, segundo a distribuicdo de Poisson (Miyamoto, 1975). Neste caso,
0 quociente entre a varidncia e a média das amplitudes dos PsPT fornece uma
estimativa do tamanho quéntico (EImqvist e Quastel, 1965). Este corresponde
entdo, a “despolarizagédo unitaria” ou “despolarizagdo quantica”, ou seja, aquela
unidade da qual o PPT é um multiplo inteiro do PPTM.

Entdo, para o calculo do tamanho quantico foram utilizados 30 PsPT
gerados a 1 Hz por 1 min. Em cada tempo, 3 séries de 1 min de PsPT foram

registradas em cada preparagao fazendo-se a média aritmética desses registros.

e Conteudo quantico

O conteudo quéntico do PPT corresponde ao numero de “unidades
quénticas” cuja somatoria deu origem a esse PPT. No presente trabalho,
o “tamanho quantico” foi a estimativa do valor unitario. Assim, uma vez obtido
numa dada célula esse tamanho quantico, o conteudo quantico do PPT

correspondeu ao quociente entre a sua amplitude e o tamanho quéantico.

Os calculos relativos ao conteudo quantico e o tamanho quantico dos
PsPT foram realizados apds a correcao dos PsPT para a somatoria ndo-linear de

quanta, de acordo com a formula de EImqvist e Quastel (1965):
PPT = [(PPT x (PM-PE)] / (PM-PE-PPT)
Onde:
PPT’= PPT corrigido
PPT= PPT observado
PE= potencial de equilibrio, que foi considerado -5 mV (Miyamoto, 1975)

PM-= potencial de membrana
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3.4.4- Analise histoldégica quantitativa (microscopia optica)

O musculo diafragma apdés 120 min de incubagdo com a Bp-12
(50 pg/mL), com o veneno B. pauloensis (50 ug/mL) ou com a solugao nutritiva de
Tyrode (controle) foi fixado em solugdo de Boiun (24 h) e processado para
posterior analise histologica. Em seguida, os musculos foram desidratados e
incluidos em historesina para confeccdo dos blocos. Estes foram cortados em
micrétomo (Leika RM 2035) em secg¢des de 2um, montados em laminas e coradas
com azul de Toluidina 0,5 % (Vetec, Sdo Paulo) e Bérax 5 % (Quimesp,

Sao Paulo).

As laminas foram observadas em microscopio 6ptico (Olympus BX51)
acoplado a um microcomputador (Microtec, Sdo Paulo) e carregado com um
software para a captura das imagens (Image Pro Plus 6.0, Midia Cybernetics,
Inc.). Analise foi realizada por trés examinadores. As alteracbes morfoldgicas
foram quantificadas pela contagem do numero de células lesadas e expressas
como porcentagem do numero total de célula em trés areas nao superpostas,
nao adjacentes de cada musculo (alteragdo morfoldgica = [(n° de células lesadas:

n° total de células) X 100]). Foram consideradas células lesadas as que

apresentaram alteragbes, como: regido muscular lesada em sua extenséo,
caracterizadas por vacuolos, aglutinagdo condensada de miofibrilas, fibras

edemaciadas e com perda de material nuclear; células normais as que se

apresentaram integras, sem nenhum comprometimento no mecanismo contratil

pelo parametro miografico, com perfil poligonal celular e nucleo periférico.

3.4.5- Determinagao da atividade de CK plasmatico em camundongos

O procedimento foi realizado em camundongos com a administragao via
intramuscular ou intravenosa de Bp-12 nas concentragdes de 20-50ug dissolvidos
em 50 ou 500 uL de PBS, respectivamente. Apdés a administracdo da Bp-12,

o sangue foi coletado da veia caudal nos intervalos de 30 min, 1, 3, 6, 9, 12 e
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24 horas, com o auxilio de capilares heparinizados e, em seguida, centrifugados
para a obtencdo do plasma. A atividade enzimatica foi determinada utilizando um
kit comercial (CK-Nac, Bioclin/Quibasa, Brasil), conforme orientagbes do
fabricante. Os resultados de CK foram expressos em U/L. Uma unidade de CK

corresponde a fosforilagdo de 1 nmol de creatina/min a 37 °C.

3.4.6- Determinagao da atividade edematogénica

Os animais (150 — 200 g) foram anestesiados com isoflurano
(via inalatdria) e submetidos a inje¢ao subcutadnea na regiao plantar de 0,1 mL de
salina ou da Bp-12 (2,5; 5,0 e 10,0 ug/pata; dissolvida em solugéo salina) na pata
posterior esquerda. O volume da pata foi medido por meio de um
hidropletismémetro (modelo 7150, Ugo Basile, lItalia), imediatamente antes da
injecado (basal) e em intervalos regulares (15, 30, 60, 120, 180, 240 min) apds a

injecao da toxina Bp-12.

Os resultados foram expressos como variagao do volume da pata (mL)
em relagdo ao valor basal. Também foram calculados os valores de area sob a

curva (ASC) para cada dose injetada.

3.5- Analise estatistica

Para comparar as medidas variaveis num unico tempo entre os grupos
foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de comparagdo multipla de
Dunn, devido a auséncia de distribuicao normal das variaveis. Para comparar os
tratamentos e as medidas ao longo do tempo foi utilizada a Analise de Variancia
para medidas repetidas (ANOVA) com transformag&o por postos. A comparagéo
entre os tratamentos foi realizada com o teste post-hoc de Tukey e a comparagao
entre os tempos foi utilizado o teste de perfil por contrastes (Profile Test).

As variaveis foram transformadas em arco-seno da raiz quadrada da proporgao,
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devido a auséncia de distribuicdo normal para os testes estatisticos
(Conover, 1971; Siegel, 1975; Milliken e Johnson, 1984; Montgomery, 1991).

Os resultados, quando apropriado, foram representados pela média de
experimentos + erro padrao da média. O nivel de significancia adotado para os

testes estatisticos foi de p<0,05.
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4- RESULTADOS
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4.1- Ensaios bioquimicos
4.1.1- Perfis cromatografico e eletroforético

O perfil cromatografico do veneno total de B. pauloensis evidenciou a
presenca de 18 picos, denominados Bp-1 a Bp-18. A nova fracdo estudada,
a Bp-12, foi eluida aos 58,6 + 3 % de tampéao B, num tempo de retengao de 36,8 +
0,4 min (Figura 5). A analise em HPLC de fase reversa otimizada mostra também
que a fragdo apresenta um grau de homogeneidade molecular ao redor de 95 %

de pureza.

O perfil eletroforético da fracdo Bp-12 foi realizado em condicdes
reduzida (com DTT) e ndo reduzida, que mostrou a presenca de duas bandas
protéicas com massas moleculares de aproximadamente 14 e 28 kDa,
respectivamente, em relacdo aos marcadores de massa molecular
(perfil eletroforético inserido na Figura 5). A fracdo Bp-12 representa 3,3 % do

conteudo protéico do veneno total de B. pauloensis.
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Figura 5- Perfil cromatografico do veneno de B. pauloensis em HPLC de fase
reversa otimizada. Note que a toxina estudada refere-se ao pico 12
(* Bp-12). A eluicdo da amostra foi realizada em um gradiente linear
continuo de concentracdo do tampao B. Também esta inserido o perfil
eletroforético da Bp-12 em condi¢des reduzida (R) e n&o reduzida (NR).
Observe que a Bp-12 apresentou massa molecular em torno de 14 kDa.
(MM, marcador de peso molecular (x 107%)).

4.1.2- Espectrometria de massa por Maldi-Tof

A espectrometria de massa por Maldi-Tof confirmou a pureza da Bp-12
que apresentou uma massa molecular de 13.789,56 Da (Figura 6), portanto,
ndo mostrou diferenca significativa entre a massa determinada por eletroforese em

SDS-PAGE e a massa real determinada por espectrometria de massa.
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Figura 6- Espectrometria de massa da Bp-12. Note que a massa molecular da Bp-
12 (*) é de 13.789,56 Da. Observe que 6.859,20 Da é a forma

di-ionizada e 27.265,75 Da é a forma dimérica.

4.1.3- Determinacao da atividade fosfolipasica

A atividade fosfolipasica do veneno total de B. pauloensis foi de

2,2 + 0,01 nmoles/min e para a nova fracdo Bp-12 foi de 0,5 £ 0,001 nmoles/min,

demonstrando que essa nova fracdo tem uma baixa atividade catalitica (Figura 7).
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Figura 7- Atividade fosfolipasica do veneno total de B. pauloensis e da
Bp-12. Observe a baixa atividade catalitica da Bp-12 (* p<0,05,
em relacédo ao VT Bp). Os experimentos foram realizados em triplicata
e as barras representam a média + E.P.M. VT Bp, veneno total de

B. pauloensis (controle positivo).

4 .1.4- Analise de aminoacidos

A analise da composigdo de aminoacidos mostrou que a Bp-12 possui
122 residuos de aminoacidos: Asp/10, Thr/7, Ser/5, Glu/7, Pro/7, Gly/8, Ala/5,
Cys/14, Val/4, Met/1, lle/3, Leu/11, Tyr/12, Phe/2, Lys/19, His/2 and Arg/5, com um
alto conteudo de Lys, Tyr, Gly, Pro e Cys, tipico de PLA, basicas; com esta
analise obtém-se uma estimativa da composigcdo global da proteina (Tabela 3).
O valor do ponto isoelétrico (p/) desta toxina € de 8,55, teoricamente calculado
com base na deducdo da sequéncia de aminoacidos. A Tabela 4 apresenta a lista

de abreviaturas dos aminoacidos.
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Tabela 3- Composi¢cédo de aminoacidos da Bp-12. Note que a Bp-12 contém 122
aminoacidos, de acordo com o método Pico Tag (Waters). nd, ndo

determinado.

Aminoacidos Bp-12
Asp 10
Glu 7
Ser 5
Gly 8
His 2
Arg 5
Thr 7
Ala 5
Pro 7
Tyr 12
Val 4
Met 1
Cys 14

lle 3
Leu 11
Phe 2
Lys 19
Trp nd

Total 122
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Tabela 4- Lista de abreviaturas dos aminoacidos. Em destaque, as abreviaturas ja
convencionais, as quais foram utilizadas na apresentacdo deste

trabalho.

Aminoacidos

Acido Aspartico Asp D
Acido Glutamico Glu E
Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Cisteina Cys C
Fenilalanina Phe F
Glicina Gly G
Glutamina Gin Q
Histidina His H
Isoleucina lle I
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Prolina Pro P
Serina Ser S
Tirosina Tyr Y
Treonina Thr T
Triptofano Trp w
Valina Val \Y)
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4.1.5- Estudo de homologia sequencial

A analise da sequéncia completa de aminoacidos da Bp-12 mostrou
tratar-se de uma PLA; do tipo Lys49 ou K49. Assim, a Bp-12 exibiu uma alta
homologia sequencial (92,6 %) com outras PLA; Lys49 botrépicas.
Essa homologia diminui quando comparada com outras PLA; Asp49 também
provenientes de venenos botropicos (dado ndo mostrado). A sequéncia completa
da Bp-12 possui 122 residuos de aminoacidos: SLFELGKMIL QETGKNPAKS
LGAFYCYCGW GSQGQPKDAV DRCCYVHKCC YKKITGCNPK KDRYSYSWKD
KTLVCGEDNS CLKELCECDK AVAICLRENL NTYNKKYRYF LKPLCKKADA AC
(Figura 8).
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Figura 8- Alinhamento da sequéncia completa de aminoacidos da Bp-12 com

outras PLA; Lys49, obtidas do banco de dados BLAST (PubMed-
Medline): BaTX: Bothropsalternatustoxina de B. alternatus (Ponce-Soto

et al., 2007); P24605: Miotoxina-Il de B. asper (Francis et al., 1991);

Q90249: Bothropstoxina-l de B. jararacussu (Cintra et al., 1993);

P82287: Piratoxina-ll de B. pirajai (Toyama et al., 2000); P58399:

Piratoxina-1 de B. pirajai (Toyama et al., 1998); Q9IAT9: BnSP-7 de

1998); Q9I1834: Miotoxina-1l de

B. moojeni (Soares et al., 1998). A porcentagem de homologia esta

B. pauloensis (Rodrigues et al.,

demonstrada na parte inferior direita. * indica o residuo conservado em

PLA; Lys49 homologas e os tragos (-) correspondem aos gerados pelo

software durante o alinhamento.
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4.2- Ensaios farmacoldgicos
4.2.1- Preparacéo biventer cervicis de pintainho

A preparagao biventer cervicis de pintainho (BCP) mostrou-se menos
sensivel a acdo bloqueadora neuromuscular da toxina Bp-12 em comparacido com
a preparacao nervo frénico-diafragma de camundongo (NFD), quando submetida a
estimulo elétrico indireto. As concentragdes utilizadas foram de 0,7 uM e 3,6 uM,
a 37 °C por 120 min. Observou-se que a concentragao de 3,6 uM de Bp-12
produziu uma reducdo parcial da amplitude das contragcbes musculares de
24 + 5 % (Figura 9A), justificando a escolha da preparagédo NFD para os estudos

na jungao neuromuscular.

A Bp-12 (0,7 uM e 3,6 uM) reduziu significativamente as contraturas em
resposta a acdo da ACh exodgena (27 + 3 % e 26 + 4 %, respectivamente) e em

resposta a agao do KCI (26 + 9 % e 23 + 5 %, respectivamente) (Figura 9B).

Resultados
93



100 @

'\fg :'\i““"'*f*r*’*’*r 100 4

80 \;ifi%/ e
T e i

80 + *

60 604
—@— Controle Krebs (n=5) B
404 —A—Bp-12 0,7 uM (n=6)
—=—Bp-12 3,6 uM (n=4)

40

Resposta contratil (%)

204 204

Resposta da contratura (% controle)

0 20 40 60 80 100 120
Tempo (min) Bp-12 (p M)

Figura 9- Efeito da Bp-12 em preparagédo BCP, sob estimulagao elétrica indireta, a
37 °C. (A) Gréfico representativo da resposta contratil. Note que houve
discreto  bloqueio neuromuscular induzido pela Bp-12 nas
concentragcbes de 0,7 uyM e 3,6 uM, os quais nao foram
significativamente diferentes do controle Krebs. Os pontos representam
a média + E.P.M. dos experimentos. (B) Respostas das contraturas a
ACh e ao KCI. Note que a toxina reduziu significativamente as
contraturas em resposta a acao da ACh exdgena e em resposta a acao
do KCIl. Os resultados (média + E.P.M.) foram expressos como
porcentagem do valor antes da adigdo do veneno, como 100 % (*
p<0,05).

4.2.2- Preparagao nervo frénico-diafragma de camundongo

Na preparagao nervo frénico-diafragma de camundongo (NFD), apés a
adicdo da Bp-12 ocorreu um progressivo bloqueio neuromuscular irreversivel e
dependente da concentracdo, com contratura inicial caracteristica dos venenos
botrépicos. A toxina nas concentragbes de 0,7 e 1,4 uM causou bloqueio parcial
de 30 £ 8 % e 69 + 7 %, respectivamente, apés 120 min de incubagdo. Ja em

concentragdes maiores (3,6 e 7,2 uM) causou bloqueio completo em torno de 60 e
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40 min, respectivamente (Figura 10). A Tabela 5 apresenta o tempo necessario

para obtencéo de 50 % de bloqueio em cada concentracido estudada.

Em preparagdes curarizadas, em que a d-tubocurarina (d-Tc) se liga ao
receptor nicotinico, causando bloqueio neuromuscular, sob estimulo elétrico
indireto, a resposta contratil foi garantida pelo estimulo elétrico direto; portanto,
quando o musculo foi estimulado, houve uma contragdo muscular fisiolégica, nao
afetando a conducao do estimulo elétrico pela membrana da fibra muscular. Apds
a adicdo da Bp-12 (3,6 uM), instalou-se um progressivo bloqueio das contragdes
musculares (aproximadamente aos 50 min) mesmo apds a lavagem. Isto evidencia

a agao da toxina diretamente sobre o sarcolema (Figura 11A).

Alguns experimentos foram realizados, substituindo-se o Ca®* (1,8 mM)
pelo Sr** (4,0 mM) na solugdo de Tyrode. A adicdo de Bp-12 (3,6 uM) neste
protocolo, provocou bloqueio neuromuscular completo e irreversivel
(aproximadamente aos 50 min) em resposta ao estimulo elétrico indireto, como
visto em experimentos com solu¢cdo de Tyrode normal, mostrando que o bloqueio

ocorre independente da presenca de Ca** (Figura 11 B).

Nos ensaios realizados a 22 °C, o bloqueio completo e irreversivel da
resposta contratil ao estimulo elétrico indireto, instalou-se em aproximadamente
50 min, ap6s a adicdo da Bp-12 (3,6 uM), demonstrando que a agao da toxina

independe da temperatura (Figura 11C).

A Tabela 6 compara os efeitos da Bp-12 (3,6 uM) em relagdo ao tempo
necessario para obtencdo de 50 % de bloqueio da resposta contratil e % de
contratura em preparagdo NFD de camundongo, na presenga dos seguintes
protocolos: solugdo de Tyrode normal; solugéo de Tyrode a temperatura de 22 °C;

solucdo de Tyrode + d-Tc e solugdo de Tyrode, substituindo-se Ca?* por Sr?*.
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Figura 10- Curva da resposta contratil da preparacdo NFD, sob estimulagéo
elétrica indireta, apdés a adicdo de Bp-12, a 37 °C. Note o bloqueio
dependente da concentracdo provocada pela toxina. Os pontos
representam meédia + E.P.M. dos experimentos (* p<0,05 no ponto

indicado e nos demais subsequentes, em relagédo ao controle).
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Tabela 5- Tempo necessario para obtencdo de 50 % de bloqueio da resposta
contratii em preparacdo NFD, sob estimulacdo elétrica indireta,
incubada com a Bp-12. Na concentragdo de 0,7 uM, a toxina induziu
bloqueio parcial inferior a 50 %, apdés 120 min de incubacao.

Os resultados foram expressos pela média + E.P.M. dos experimentos.

Bp-12 (uM) Tempo para 50 % de bloqueio (min) n
0,7 - 4
1,4 45+ 7 6
3,6 177" 5
7,2 12+£1* 4

*p<0,05 comparado a Bp-12 (1,4 uM).
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Figura 11- Bloqueio neuromuscular de preparagées NFD incubadas com Bp-12
(A) ou solugao de Tyrode (e). (A) A preparagao foi estimulada
diretamente (D) apds tratamento com d-Tc (7,3 uM) e antes da adigao
de toxina, a 37 °C. (B) Efeito na resposta contratil, pela substituicdo de
Ca*" por Sr** na solugdo de Tyrode, a 37 °C. (C) Influéncia da
temperatura (22 °C) na resposta contratil. Note que em todos os
experimentos houve bloqueio neuromuscular irreversivel, confirmado
pelo pos-lavagem apresentado pelos registros miograficos
representativos. Cada ponto representa a média * E.P.M.
(4-6 experimentos para A, B e C). * p<0,05 comparado ao controle.
I, estimulagdo elétrica indireta; L, lavagem. Setas: momentos de
adicado das substancias.
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Tabela 6- Tempo necessario para obtencdo de 50 % de bloqueio da resposta
contratii e % de contratura em preparacdo NFD, incubada com
Bp-12. Os resultados foram expressos pela média + E.P.M. dos

experimentos.

Tratamentos Temp. Tempo para 50 % de Contratura n
(com adicao de 3,6 uM Bp-12) (°C) bloqueio (min) (%)
Tyrode normal 37 17+ 7,0 17+3,5 5
Tyrode normal 22 19+ 0,4 38+39* 4
Tyrode normal + d-Tc 37 15+ 1,3 25+99* 5
Tyrode (substituigdo de Ca** 37 15+ 2,1 21+4,0 6
por Sr*")

4.2.3- Estudo eletrofisiolégico
4.2.3.1- Medida e analise do potencial de membrana em repouso

As medidas do potencial de membrana em repouso (PM) da preparagao
musculo diafragma de camundongo foram realizadas em solugdo de Tyrode
(controle) ou incubadas com Bp-12 nas concentragbes de 1,4 uM e 3,6 uM, porém
usando-se a menor concentragao nao foi observada nenhuma acao despolarizante
(dado ndo mostrado). Os valores dos PM ao longo de 90 min, nas preparacdes-
controle mostraram-se homogéneos, dentro do esperado (-83,9 + 1 mV). Quando
as preparagoes foram tratadas com Bp-12 (3,6 uM), observou-se uma progressiva
e acentuada despolarizacdo da membrana a partir dos 15 min, com valores de até
-20,2 + 1 mV (90 min) e -24,1 £ 2 mV po6s-lavagem (* p<0,05) (Figura 12).
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Figura 12- Medida do PM da preparacao musculo diafragma de camundongo
incubada com Bp-12. Note que a toxina despolarizou a regido de
placa terminal. Cada ponto indica a média + E.P.M. (4-6 experimentos).

* p<0,05 comparado ao controle Tyrode. L, lavagem.

4.2.3.2- Medida e analise do potencial de placa terminal

A acgado da Bp-12 foi avaliada em preparacdo NFD de camundongo,
através dos parametros eletrofisioldgicos, realizados para verificar seu possivel
efeito sobre o conteudo quantico (m) e o tamanho quantico (q). Essa preparagao
foi previamente submetida a técnica cut muscle, que impede a contracao

muscular. As preparagdes foram estimuladas a 1 Hz de frequéncia durante 1 min.
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Em todos os experimentos foi utilizada a concentragdo de 3,6 uM de
Bp-12. A escolha desta concentracdo foi baseada em resultados obtidos
anteriormente, através da técnica miografica e da medida do PM de preparagao
isolada de camundongo, e também em fungéo de possibilitar o empalamento das
fibras musculares. Ensaios com baixa concentragdo da toxina (1,4 uM) nao

mostraram qualquer alteragdo do conteudo quantico (dado ndo mostrado).

A medida do conteudo quantico antes e apds o tratamento das
preparagdes com a Bp-12 (3,6 uM) mostrou valores de m respectivamente iguais
a: 68,0 + 8,9 (controle) e 50,0 + 7,8 (60 min, ap6s a adicdo da toxina); portanto,
nao houve diferengca significativa entre o valor-controle e pds-tratamento
(Tabela 7). Nestes experimentos, os valores de q foram de 0,07 + 0,01 (controle) e
0,09 + 0,01 (60 min, apdés a adicdo da toxina), igualmente semelhantes entre si
(Tabela 8).

As amplitudes médias dos PsPT foram de 3,3 + 0,2 mV (controle) e
3,0 + 0,3 mV (60 min, apds a adigdo da toxina), também ndo mostraram diferenca

significativa entre si (Tabela 9).

Tabela 7- Efeito da Bp-12 sobre o conteudo quéantico dos PsPT obtido em
preparagcdo NFD de camundongo em temperatura ambiente.
Os resultados foram expressos pela média + E.P.M. dos

experimentos.

Conteudo quantico dos PsPT
Controle Tyrode Bp-12 (3,6 uM) n
0 min 15 min 30 min 45 min 60 min

68 £ 8,9 590+7,4 57+7,3 47 +54 50+7,8 18
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Tabela 8- Efeito da Bp-12 sobre o tamanho quantico dos PsPT obtido em
preparagdo NFD de camundongo em temperatura ambiente. Os

resultados foram expressos pela média + E.P.M. dos experimentos.

Tamanho quantico dos PsPT

Controle Tyrode Bp-12 (3,6 uM) n
0 min 15 min 30 min 45 min 60 min
0,07 = 0,01 0,08 + 0,01 0,08 + 0,01 0,08 £ 0,1 0,09 + 0,01 18

Tabela 9- Efeito da Bp-12 sobre a amplitude dos PsPT obtido em preparacédo NFD
de camundongo em temperatura ambiente. Os resultados foram

expressos pela média + E.P.M. dos experimentos.

Amplitude dos PsPT (mV)

Controle Tyrode Bp-12 (3,6 uM) n
0 min 15 min 30 min 45 min 60 min
3,3+0,2 3,1+0,3 3,0+£0,3 3,0+£0,3 3,0+0,3 18

4.2.4- Andlise histolégica quantitativa

Através do uso da técnica histolégica (microscopia optica) foi avaliado o
numero de fibras lesadas dos musculos (diafragma de camundongo), resultantes
do registro miografico, sob estimulagcéo elétrica indireta, incubados com solugéo

de Tyrode (controle), com veneno de B. pauloensis (50 ug/mL) ou com Bp-12

(50 pug/mL).

O musculo diafragma, sem tratamento, foi analisado apés 120 min de
incubacdo em solugdo de Tyrode (controle), submetido a estimulos elétricos
indiretos. As fibras musculares, em corte transversal, mostraram-se integras,

exibindo nucleos periféricos e preservagado da disposigdo poligonal das células
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(Figura 13). Algumas fibras musculares periféricas foram afetadas, com ruptura do
sarcolema, provavelmente decorrente da dissecacido do musculo, sendo o valor

dessa alteragdo de 1,1 + 0,2 % (Tabela 10).

Apdés 120 min de incubagdo com B. pauloensis ou Bp-12, o musculo
diafragma apresentou areas de mionecrose (Figura 13), que afetaram 25,8 + 2,0%
e 27,3 £ 1,1 %, respectivamente, ambos os resultados foram significativamente
diferentes quando comparados ao controle Tyrode, porém n&o séo

significativamente diferentes entre si (Tabela 10).

Considerando que a Bp-12 representa 3,3 % do conteudo protéico do
veneno total (VT) de B. pauloensis, entdao a procentagem de fibras lesadas por
essa toxina corresponde a aproximadamente 0,9 % dos 25,8 + 2,0 % de lesao que

foram exibidas pelo VT.
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Controle ~

Tyrode

Figura 13- Morfologia do musculo diafragma em corte transversal, incubados com

solucdo de Tyrode, B. pauloensis ou Bp-12. Note que as fibras
musculares incubadas com solugado de Tyrode mostraram-se integras,
com perfil poligonal preservado. Preparagbes incubadas com
B. pauloensis ou Bp-12 exibiram areas de mionecrose (flechas). Note
também a presenca de fibras musculares vacuolizadas (v) e

edemaciadas (e). Barra = 50 um.
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Tabela 10- Determinacdo da porcentagem de fibras lesadas em musculo
diafragma, apdés 120 min de exposigcdo aos tratamentos. Os
resultados foram expressos pela média + E.P.M. dos experimentos.

* p<0,05 comparado ao controle Tyrode.

Tratamentos Alteracoes morfolégicas (%) n
Solugao de Tyrode (controle) 1,1+0,2 6
B. pauloensis (50 ug/mL) 258+2,0* 4
Bp-12 (50 pg/mL) 27,3+1,1* 5

4.2.5- Determinacao da atividade de CK plasmatico em camundongos

Os estudos para determinar o efeito miotoxico (in vivo) da Bp-12 foram
realizados em camundongos, injetando-se a toxina (20 ug/mL e 50 ug/mL) pelas

vias intramuscular (i.m.) e intravenosa (i.v.).

Os resultados mostraram que os niveis de CK plasmaticos aumentaram
significativamente na primeira hora apds o tratamento pela via intramuscular,
atingindo 225 + 36 U/L (20 pg/50 pL) até 827 + 92 U/L (50 pg/50 uL), e
posteriormente redugdo gradativa até atingir os niveis normais, apos
aproximadamente 12 horas de experimento. Quando a Bp-12 (20ug ou
50 pg/500 upL) foi injetada pela via intravenosa, os valores n&o foram
significativamente diferentes do controle (PBS) durante as 24 horas de observagao
(Figura 14).
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Figura 14- Representacédo grafica da atividade miotéxica da Bp-12 injetada pelas
vias i.m. (miotoxicidade local) e i.v. (miotoxicidade sistémica) em
camundongos. Note que a Bp-12 injetada via i.m. induziu uma
liberagcdo imediata de CK seguida pela sua gradual redugédo ao longo
das 24 h. Os pontos representam a média + EP.M. de 5

experimentos. * p<0,05 em relagdo ao controle e a miotoxicidade

sistémica.

4.2.6- Determinacao da atividade edematogénica em ratos

A Figura 14 mostra que a injecdo subcutédnea na regido plantar de
Bp-12 (2,5 — 10,0 pg/pata, n=5) induziu edema de pata dependente da dose.
O edema caracterizou-se por apresentar um rapido inicio de acao,
aproximadamente 30 min para todas as doses empregadas, com resultados de:
0,44 + 0,02 mL (2,5 pg/pata); 0,59 + 0,05 mL (5,0 pg/pata) e 0,67 + 0,07 mL
(10,0 pg/pata) (Figura 15A). Também foram calculados os valores de area sob a
curva (ASC) para cada dose injetada (mL.h): 0,55 + 0,02 (salina); 0,93 + 0,11
(2,5 ng/pata); 1,35 + 0,15 (5,0 pug/pata) e 1,70 £ 0,19 (10,0 ng/pata) (Figura 15B).
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Figura 15- Determinagao da atividade edematogénica em ratos induzida pela Bp-
12. (A) Curva dose-resposta do edema de pata induzido pela
Bp-12 (2,5; 5,0 e 10 ug/pata). O edema foi expresso como o aumento
de volume (mL) da pata em relagdo volume basal. (B) Representagao
grafica da area sob a curva obtida a partir da curva dose-resposta.
Cada ponto representa a média de 5 experimentos = E.P.M. * p<0,05,

em comparagdo com o controle salina.
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A Tabela 11 mostra uma sintese dos resultados dos estudos bioquimico
e farmacolégico da Bp-12 e de outras PLA, Lys49 e Asp49 isoladas do veneno de

B. pauloensis descritas na literatura até o momento.

Tabela 11- Comparagao das caracteristicas gerais da Bp-12 com as diferentes

PLA; isoladas do veneno de B. pauloensis

Toxinas PLA, Carater Da pl  Atividade Atividade Bloqueio Mionecrose Atividade Referéncia
Catalitica edemato neuromuscular CK
génica

BnSP-6 Lys49 basico ~14.000 8,6 - + BCP + nd Rodrigues et
al., 1998

BnSP-7 Lys49 basico 13.727 89 - + BCP + + Rodrigues
etal., 1998;
Soares et al.,

2000

BnpTX-l Asp49 basico ~14.000 7,8 + + NFD + + Rodrigues
etal., 2004

BnpTX- Asp49 basico ~14.000 nd + + NFD + + Rodrigues
Il et al., 2004
NeuTX-l Asp49 nd ~14.000 nd + nd BCP nd nd Borja-
Oliveira

et al., 2007
NeuTX- Asp49 nd ~14.000 nd + nd BCP nd nd Borja-Oliveira
1l et al., 2007
Bp-PLA, Asp49 acido 15800 4,3 + + nd + + Rodrigues
etal., 2007

Bp-12 Lys49 basico 13.789 8,5 - + NFD + + Randazzo-
Moura et al.,

in press

nd = ndo determinado; (+) com atividade; (-) sem atividade.
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As PLA, presentes nos venenos de serpentes sdo os componentes
mais abundantes e interessantes do ponto de vista bioldgico (Kini, 2003).
Os venenos das serpentes da familia Viperidae contém proteinas e peptideos que
afetam diferentes sistemas fisiolégicos, além de desempenharem diferentes
atividades farmacologicas. Neste estudo, uma nova miotoxina, a Bp-12 (PLA;
Lys49), ainda ndo descrita na literatura, obtida do veneno de B. pauloensis foi
isolada, purificada e caracterizada bioquimica e farmacologicamente.

Com relacao a caracterizagao fisico-quimica da Bp-12 foi confirmado o
grau de pureza da proteina, utilizando-se técnicas como: eletroforese,
espectrometria de massa e determinacdo da estrutura primaria para a
caracterizacao fisico-quimica da toxina, com o intuito de compreender a intricada

relagdo estrutura-atividade.

A Bp-12 foi purificada a partir de uma metodologia otimizada (Bonfim
et al., 2006; Ponce-Soto et al., 2007; Calgarotto et al., 2008) que apresentou um
grau de homogeneidade molecular ao redor de 95 % de pureza.

A literatura tem relatado a presenca de formacdes diméricas em PLA,
homdélogas Lys49 de venenos botrépicos, como por exemplo: miotoxina-ll de
Bothrops asper (Francis et al., 1991), piratoxina-1 e piratoxina-ll de Bothrops pirajai
(Toyama et al., 1995), miotoxina-1l de Bothrops moojeni (Soares et al., 1998) e
BaTX de Bothrops alternatus (Ponce-Soto et al., 2007), corroborando assim com o
resultado obtido no perfil eletroforético da Bp-12, mostrando sua tendéncia em
formar agregados. Segundo Yamaguchi et al. (1997), em algumas PLA>
homdélogas Lys49 a regido dos residuos 74 — 85 que compreendem a a-hélice
N-terminal e a regido das folhas B-antiparalelas sao as que desempenham papel

importante para a formacao dos dimeros.

A Bp-12 demonstrou uma baixa atividade catalitica quando comparada
com a do veneno de B. pauloensis, caracteristica similar as PLA, Lys49 que sao
desprovidas ou apresentam baixa atividade catalitica (Ownby et al., 1999;
Lomonte et al., 2003).
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A substituicdo do aminodacido aspartato (D) por lisina (K) na posicéao 49
€ decisiva para a perda da atividade catalitica (van den Bergh et al., 1988;
Armi et al.,, 1995, Arni and Ward, 1996; Bonfim et al., 2006), portanto,
as PLA; Lys49 sao incapazes de se ligarem ao calcio, mas, segundo Pedersen
et al. (1994), tém sido demonstrado que algumas PLA, Lys49 apresentam uma
limitada, porém ainda presente, atividade catalitica, como por exemplo a BaTX de
B. alternatus (Ponce-Soto et al., in press).

A composicado de aminoacidos da Bp-12 demonstrou um alto conteldo
dos residuos de Lys, Tyr, Gly, Pro e Cys, tipico de PLA, basicas (Dua e Cho,
1994), corroborando com a de outras miotoxinas botrdpicas relatadas na literatura
(Gutiérrez e Lomonte, 1995; Selistre et al., 1996; Ponce-Soto et al., 2007).

A Bp-12 possui 122 residuos de aminoacidos e revelou uma alta
homologia com outras PLA; Lys49 provenientes de venenos botropicos, como:
BaTX de B. alternatus (Ponce-Soto et al., 2007); miotoxina-Il de B. asper (Francis
et al., 1991); BthTX-l de B. jararacussu (Cintra et al., 1993); piratoxina-Il de
B. pirajai (Toyama et al., 2000); piratoxina-l1 de B. pirajai (Toyama et al., 1998);
BnSP-7 de B. pauloensis (Rodrigues et al., 1998); miotoxina-ll de B. moojeni
(Soares et al., 1998). Este achado fortemente sugere, do ponto de vista
bioquimico, que a Bp-12 € uma PLA; homdloga Lys49.

Via de regra, as PLA; Lys49 (K49) possuem o aminoacido fenilalanina
na posicéo 5 (L5) e glutamina na posi¢cdo 11 (Q11), como nas toxinas: BthTX-I de
B. jararacussu (Cintra et al., 1993), piratoxina-l e piratoxina-ll de B. pirajai
(Toyama et al., 1998, 2000), miotoxina-ll de B. asper (Francis et al., 2001) e na
BnSP-7 de B. pauloensis (Rodrigues et al., 1998; Soares et al., 2000).
Esses mesmos residuos mostraram-se conservados na sequiéncia da estrutura
primaria da Bp-12, sendo assim mais um achado que sugere que esta toxina
pertence ao grupo das PLA, Lys49. Além disso, as PLA, Asp49 (D49) possuem o
aminoacido glutamina na posicédo 4 (Q4) e fenilalanina na posi¢céo 5 (F5), como
nas toxinas: agkistrodotoxina de Agkistrodon halys pallas (Kondo et al., 1989),
mojavetoxina de Mojave rattlesnake (Aird et al., 1990) e NeuTX-l de

B. n. pauloensis (Borja-Oliveira et al., 2007).
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O alinhamento da seqiéncia de aminoacidos da Bp-12 com outras
PLA, Lys49 demonstrou a presenca de algumas mutagdes: L — Y(21), S —» G(32),
V - T(40), | - L(54), L —» 1(73) e D — N(78), porém estas substituicbes nao
afetaram os efeitos biolégicos estudados neste trabalho, que sdo caracteristicos
das PLA; Lys49.

Embora os acidentes ofidicos por Bothrops, de modo geral,
nao produzam nenhum sinal clinico de neurotoxicidade, os venenos e alguns
componentes isolados de véarias espécies afetam a jungcdo neuromuscular in vitro
(Rodrigues-Simioni et al., 1983; Cogo et al., 1993, 1998, 2006; Zamunér et al.,
1996; Soares et al., 2000; Borja-Oliveira et al., 2003, 2007; Rodrigues et al., 2004;
Oshima-Franco et al., 2004; Durigon et al., 2005; Randazzo-Moura et al., 2006).
As espécies de B. jararacussu e B. pauloensis foram satisfatoriamente
investigadas sobre suas atividades, incluindo o isolamento de componentes
neurotoxico e  miotéxico ativos  (Rodrigues-Simioni et al.,, 1983;
Homsi-Brandeburgo et. al., 1988; Soares et al., 2000; Rodrigues et al., 2004;
Oshima-Franco et al., 2004; Randazzo-Moura et al., 2006; Borja-Oliveira et al.,
2007; Rodrigues et al., 2007). Alguns desses autores demonstraram que os efeitos
neurotoxico e miotdxico do veneno de B. pauloensis sao devido principalmente a

presenca de PLA, como um de seus componentes essenciais.

Em estudos recentes realizados com as toxinas isoladas do veneno de
B. pauloensis foram observados que a miotoxina Il (BnSP-7), uma PLA, Lys49,
induziu bloqueio neuromuscular em preparag¢ao isolada de ave (Soares et al.,
2000); e, mais recentemente, Borja-Oliveira et al. (2007) estudando as fracdes
NeuTX-l e NeuTX-II (ambas PLA; Asp49), afirmaram que estas toxinas séo
responsaveis pela neurotoxicidade in vitro causado pelo veneno total por uma
acao pré-sinaptica. Estes relatos caracterizaram alguns efeitos neurotoxicos
induzidos pelo veneno de B. pauloensis, independentemente do tipo de PLA;
(Lys49 ou Asp49) envolvida.

A preparagao neuromuscular isolada de camundongo foi muito mais

sensivel a acdo da Bp-12 do que a preparacao de ave, isto pode estar relacionado
as diferencas na composicdo do musculo, no que diz respeito a arquitetura,
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ultra-estrutura, distribuicdo de enzimas e receptores envolvidos na fisiologia das
mesmas (Padykula e Gauthier, 1970; Melo e Ownby, 1996). O estudo miogréfico
permitiu apontar as diferencas entre elas.

Assim, o efeito miotdxico da Bp-12 manifestou-se através do bloqueio
neuromuscular em resposta a estimulos direto e indireto, como ocorre com a
BthTX-I (PLA2 Lys49) de B. jararacussu (Oshima-Franco et al., 2004).
Borja-Oliveira et al. (2003) relataram que o veneno de B. pauloensis causou
bloqueio neuromuscular parcial das contragbes evocadas diretamente,
provavelmente a presenca da Bp-12 contribui significativamente para esse

bloqueio neuromuscular  in vitro.

O efeito bloqueador neuromuscular dependente da concentracdo e a
presenca de contratura induzidos pela Bp-12, em preparacéo isolada de mamifero,
sao caracteristicas tipica de miotoxinas botropicas. A acao sobre o sarcolema
também foi investigada, com o emprego de d-tubocurarina, substancia capaz de
ocupar reversivelmente o receptor nicotinico, bloqueando a neurotransmissao
(sob estimulo elétrico indireto) de forma nao despolarizante. A estimulacao elétrica
direta do musculo produziu um potencial de agdo muscular que foi bloqueado pela
adicao da Bp-12, mostrando uma agéo direta da toxina sobre membranas, uma
vez que o receptor nicotinico estava ‘ocupado’ pela d-Tc, corroborando com o0s
achados de Heluany et al. (1992) e Oshima-Franco et al. (2005) para a BthTX-l,
também uma PLA; Lys49.

Diversos ions divalentes, incluindo o Sr** s&o capazes de substituir 0
Ca®* no processo de liberagcdo do neurotransmissor (Miledi, 1966; Meiri e
Rahamimoff, 1971; Meiri, 1975), embora seja menos efetivo do que o Ca®*" na
transmissdo neuromuscular (Katz e Miledi, 1969; Augustine e Eckert, 1984;
Schiavo et al., 2000). No entanto, o Sr** ndo pode substituir o Ca* no processo
catalitico (Miledi, 1966; Meiri e Rahamimoff, 1971; Rasgado-Flores et al., 1987;
Hawgood e Bon, 1991).

Na auséncia de Ca?*, a Bp-12 manteve seu efeito caracteristico na

JNM.  E sabido que as fosfolipases Asp49 necessitam de Ca** como co-fator

para exercerem atividade catalitica, o que ndo acontece com fosfolipases Lys49,
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0 que explica o fato de serem estas desprovidas de atividade enzimatica
(Hawgood e Bon, 1991; Arni et al., 1995), isto indica que a Bp-12 exerceu seu
efeito bloqueador neuromuscular por um mecanismo independente de Ca*,
similar as outras PLA, Lys49 (van den Berg et al., 1988; Arni et al., 1995,
Rodrigues-Simioni et al., 1995; Arni e Ward, 1996; Lomonte et al., 2003;
Kini, 2003; Gutiérrez e Ownby, 2003). Este achado também esta de acordo com o
resultado da baixa atividade catalitica observado no ensaio bioquimico,
corroborando com os achados de Rodrigues-Simioni et al. (1983, 1995) para a
BthTX-I, e em contraste, com as NeuTX-I e -ll (PLA2 Asp49) que sao dependentes
de Ca** (Borja-Oliveira et al., 2007).

Em virtude da baixa/ausente atividade enzimatica das PLA, homélogas
Lys49, € evidente que o mecanismo dos efeitos farmacologicos ndo depende
diretamente da hidrélise dos fosfolipidios (Gutiérrez e Ownby, 2003; Kini, 2003;
Lomonte et al., 2003), mas da acdo de mecanismos diferentes exercidos por
regides distintas do sitio catalitico, como por exemplo a regiao C-terminal que
contempla os residuos da posicao 115-119, que podem interagir superficialmente
com a interface da membrana, e assim, inserir parcialmente o residuo da posi¢ao
125 na membrana lipidica, causando transtornos na bicamada fosfolipidica
(Ward et al., 2002; Chioato et al., 2002).

A Bp-12 induziu bloqueio neuromuscular irreversivel em preparacao
nervo frénico-diafragma de camundongo tanto a 37 °C quanto a 22 °C, mostrando
que o efeito bloqueador neuromuscular desta toxina independe da temperatura,
0 que reforca a sugestdo de que a atividade catalitica ndo esta envolvida nesta
acao neuromuscular produzida pela toxina, corroborando com os achados de
Rodrigues-Simioni et al. (1995).

Os estudos detalhados de dois parametros eletrofisiologicos, potencial
de membrana em repouso (PM) e potencial de placa terminal (PPT) em
preparacdo neuromuscular de mamifero, permitiram a interpretacdo dos
resultados com a Bp-12. Esta produziu despolarizagdo do sarcolema, visto nos
experimentos da medida do PM, resultado este suportado pelo bloqueio
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neuromuscular com contratura observado na miografia; similar aos achados de
Rodrigues-Simioni et al. (1983) para a BthTX-I.

Com relacao ao PPT, nao houve significativa variagdo da amplitude dos
PsPT, o que confirma que esta toxina ndo tem acao pdés-sinaptica, ja que variacao
da amplitude pode evidenciar acao pos-singptica, como ocorre com
anticolinesterasicos e curare, com aumento e diminuicdo da amplitude,
respectivamente (Fatt e Katz, 1952). A Bp-12 também nao alterou o valor do
conteldo quantico, que corresponde ao somatério do numero de “unidades
quanticas”, o que novamente sugere que o terminal nervoso nao foi o sitio alvo de
sua acao, corroborando com os resultados de que esta fragdo € uma miotoxina
com agao predominante em mausculo. Ja a BthTX-l, uma miotoxina PLA, Lys49,
também tem acdo predominante em musculo, porém em baixa concentracao
altera o valor do contetdo quantico, sugerindo um efeito primario no terminal pré-
singptico (Oshima-Franco et al., 2004); a Bp-12 mesmo em baixas concentragdes

nao alterou o conteudo quantico (dado ndo mostrado).

A necrose por picadas de serpentes € um fendmeno altamente
complexo, resultando da acdo de fatores especificos e/ou da combinagcdo de
reacbes secundarias, ndo-especificas nos tecidos afetados (Ownby et al, 1982,
1990). Por esta razdo, a combinacao de diferentes técnicas como determinacao
da atividade de CK e anadlise morfolégica sdo recomendadas para detectar e

avaliar a miotoxicidade (Mebs e Ownby, 1990; Gutiérrez e Lomonte, 1995).

A miotoxicidade causada pela Bp-12 foi avaliada pelas técnicas
bioquimica e histolégica. A andlise histologica evidenciou intensa mionecrose do
musculo diafragma de camundongo, com presenca de fibras edemaciadas,
vacuolizadas e perda de material nuclear, caracteristicas de miotoxinas botrépicas
(PLA2 Lys49), como a BnSP-6 e BnSP-7 de B. pauloensis (Rodrigues et al., 1998;
Soares et al., 2000) e a BthTX-I de B. jararacussu (Randazzo-Moura et al., 2006).

A determinacdo de uma enzima intracelular como a CK que é liberada
apoés injaria celular tem sido usada nos estudos de miotoxicidade in vivo, a partir

de injecdo intramuscular ou, in vitro, por meio da incubagdo com musculos
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esqueléticos diferenciados (Melo e Suarez-Kurtz, 1988; Rodrigues et al., 1998;
Oshima-Franco et al., 1999, 2000; Soares et al., 2000; Gutiérrez e Ownby, 2003;
Lomonte et al., 2003; Damico et al., 2005; Randazzo-Moura et al., 2006; Gutiérrez
et al., 2008).

A creatinoquinase é uma enzima intracelular, situada entre o0s
filamentos de miosina, na regido M da fibra muscular e transfere grupos fosfato da
fosfocreatina ao ADP (difosfato de adenosina), transformando-o em ATP (trifosfato
de adenosina) (Reacdo de Lohmann), que é rapidamente utilizado pela célula
como fonte imediata de energia para a contracao muscular. Esta € uma enzima
essencialmente citoplasmatica, e seu aparecimento no liquido nutritivo ou no soro
de individuos pode indicar alteracdes na permeabilidade da membrana muscular

ou mesmo lesao celular (Suarez-Kurtz, 1983).

As miotoxinas PLA, de venenos botropicos geralmente tém baixa ou
nenhuma toxicidade sistémica. Assim, o estudo de miotoxicidade local e sistémica
in vivo mostrou que a Bp-12 apresentou agéo local, mas sem atividade sistémica,
como demonstrado pelos niveis de CK plasmatico, quando esta toxina foi
administrada pela via intravenosa em camundongos. Este fato, reforca a hipotese
de acao diferenciada para miotoxinas que agem local ou sistemicamente, proposta
por Gutiérrez e Ownby (2003).

Como um marcador bioquimico quantitativo de dano do mdusculo
esquelético, a determinacdo da atividade de CK, geralmente, representa um
parametro adicional para confirmar os resultados histol6gicos (Mebs et al., 1983)
e, realmente, houve uma correlacao positiva entre os niveis de CK e as alteracoes
fisioldégicas observadas nas preparagdes incubadas com Bp-12.

Nos quadros de envenenamento causados por serpentes botrépicas a
inflamacédo e a dor sdo caracteristicas marcantes, pois estes venenos sao ricos
em PLA, miot6xicas. A inflamacao e um evento complexo e multifatorial em que o
aumento da permeabilidade vascular e 0 edema sdo um dos primeiros passos da
resposta inflamatoéria, seguida por outros mecanismos responsaveis pela

ampliacdo da resposta inflamatéria e do dano tecidual (Vane, 1993). O mecanismo
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pelos quais os venenos e seus componentes isolados induzem o edema de pata
in vivo ndao esta totalmente elucidado, mas tem sido sugerido que sejam por
produtos da lipooxigenase (Lébo-de-Araujo et al., 2000; de Faria et al., 2001) ou
por meio de produtos da ciclooxigenase, pois é possivel que as PLA, exercam
funcédo na expressao dessa enzima (Serhan, 1994; Lébo-de-Araujo et al., 2000).

A habilidade de administrar PLA, exogenamente para gerar resposta
inflamatéria local, foi primeiramente reportada por Brain e Whittle (1977), que
mostraram que PLA; isoladas a partir de venenos de Vipera russeli e
Crotalus durissus terrificus induziam edema de pata in vivo e liberavam histamina
dos mastocitos in vitro. Estudos sugeriram que além de histamina e serotonina,
substancias vasoativas tais como prostaglandinas também poderiam mediar a
formacao de edema local em resposta a PLA; dos venenos ofidicos (Bonta et al.,
1979; Landucci et al., 1998, 2000; de Faria et al., 2001; Rodrigues et al., 2007).

A Bp-12 apresentou atividade edematogénica in vivo dependente da
dose, cooroborando com outras miotoxinas obtidas do veneno de B. pauloensis,
como a BnSP-6 e a BnSP-7 (Rodrigues et al., 1998). Também tem sido
demonstrado que PLA,; homdloga Lys9 procedente do veneno de Bothrops atrox,
induziu tanto um efeito edematogénico como aumentou os niveis de interleucina-6
(Nunez et al., 2004). J& uma PLA, Asp49, a BthTX-Il de Bothrops jararacussu,
induziu edema de pata e de pele em ratos, bem como a liberacao in vitro de
serotonina a partir de mastocitos peritoniais (Landucci et al., 2000).
Esses resultados sugeriram que, em algumas PLA, a atividade catalitica possui
um papel importante, mas nao determinante no efeito edematogénico, e também
de que as PLA; apresentam sitios farmacoldgico independentes do sitio catalitico,
ja estabelecido por Kini (2003).

Enfim, pelos resultados obtidos, conclui-se que a Bp-12, € uma nova
PLA> Lys49 miotdxica, que apresenta caracteristicas bioquimica e farmacolégica
préprias das miotoxinas botrdpicas. Assim, o efeito tdxico predominante de fato,
€ sua acao miotoxica sobre o sarcolema, pois venenos de serpentes botrépicas
sao constituidos por uma mistura complexa de proteinas e induzem relevantes

efeitos locais.

Discusséo
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» A metodologia otimizada de purificacdo em HPLC de fase reversa permitiu
isolar e purificar uma nova fracdo do veneno de B. pauloensis, denominada
Bp-12, com um alto grau de pureza e homogeneidade molecular e sem perda
da atividade biologica.

> A Bp-12, uma PLA, Lys49, de carater basico, apresentou baixa atividade
catalitica, massa molecular de 13.789,56 Da e alto grau de homologia com
outras PLA, Lys49 miotdxicas de venenos botrdpicos.

» A Bp-12 induziu bloqueio neuromuscular irreversivel, dependente do tempo e
da concentracao, das respostas musculares a estimulo elétrico indireto e direto

em preparagoes curarizadas, sugerindo um efeito miotdxico.

» Acdo bloqueadora neuromuscular induzida pela Bp-12, também foi
independente da temperatura e do Ca®*, sugerindo que sua atividade

farmacolégica ndo depende da atividade catalitica.

» A toxina apresentou contratura e despolarizagdo do sarcolema; e também néo
exibiu diferenca significativa nos valores do conteudo quantico e tamanho
quantico em relacado ao controle, corroborando com os achados de acao

predominante em musculo, efeitos caracteristicos das miotoxinas botrépicas.

» A Bp-12 induziu miotoxicidade, que foi observada por meio dos seguintes
resultados: efeito miotoxico local (elevada liberacdo de CK), mionecrose
(27% de lesao); e efeito edematogénico dependente da dose.

Conclui-se que a Bp-12 € uma nova PLA, Lys49 miotdxica, de carater
basico, com baixa atividade catalitica, que induz bloqueio neuromuscular
irreversivel dependente do tempo e da concentragdo e que apresenta atividades
farmacoldgica e bioquimica caracteristicas de miotoxinas botrépicas.

Concluséao
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