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Resumo

O veneno botrépico possui uma mistura de substancias protéicas necessarias para a
sobrevivéncia da serpente, dentre elas, as mais amplamente estudadas sdao as fosfolipases
Ay, que hidrolisam glicerofosfolipidios de membrana na posi¢do sn-2, liberando
lisofosfolipidios e 4cidos graxos, que além de desempenhar uma a¢do bioldgica no processo

de digestao de lipidios, exibem também uma ampla variedade de efeitos farmacolégicos.

O presente trabalho teve como objetivo, caracterizar farmacologicamente uma nova
fosfolipase A, denominada Bp-13 do veneno de Bothrops pauloensis, serpente endémica do
cerrado brasileiro, avaliando sua acdo sobre a juncdo neuromuscular, efeito miotéxico e

atividade edematogénica.

A Bp-13 foi purificada utilizando-se o sistema cromatografico HPLC de fase
reversa em coluna p-Bondapack C18; possuindo uma massa molecular de 14 035 Da e
atividade catalitica de 2,43 nmol/min/mg (30-35 °C), dependente de Ca® porém inibida por
Mg**, Mn*™, Cd** e Sr**.

A atividade neuromuscular foi avaliada em preparacdes biventer cervicis (BC) de
pintainho, extensor digitorum longus (EDL) e nervo frénico-diafragma (NFD) de
camundongo, sob estimulagdo elétrica indireta durante 120 min a 37 °C. A Bp-13 (3,56
uM) induziu bloqueio neuromuscular completo e irreversivel, nas preparacdes de
mamifero, que se mostraram mais sensiveis a acdo da toxina do que as preparacdes de ave.
Em preparacdo BC de pintainho o bloqueio neuromuscular foi de 28 + 2 % apds 120 min de
incubacdo com a Bp-13 (7,12 uM) e a contratura evocada apds a adicao exdgena de ACh
foi parcialmente inibida. Concentragdes menores (0,71 e 1,42 uM) foram testadas na
preparagdo NFD de camundongo, induzindo o bloqueio da resposta contratil em 29 +5 % e
55 + 6 %, respectivamente. Em alguns experimentos, onde o Ca** foi substituido pelo Sr**
na solucdo de Tyrode houve auséncia do bloqueio neuromuscular caracteristico da Bp-13
(3,56 uM); evento semelhante foi observado quando a temperatura do banho foi alterada de
37 °C para 24 °C, com bloqueio de 37,4 + 6 % da resposta contratil. A Bp-13 (3,56 uM) foi
capaz de inibir a resposta contritil a estimulo elétrico direto em preparacdes NFD de

camundongo previamente curarizadas.
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Resumo

Com o estudo eletrofisioldgico realizado em preparacdo musculo hemidiafragma de
camundongo, avaliaram-se os potenciais de membrana em repouso (PM). A Bp-13 (3,56
uM) causou uma despolarizacdo progressiva do sarcolema, alcancando valores de -80 + 1
mV (controle) até -37 £ 3 mV apds 120 min de incubag¢do com a toxina. Em preparacoes
musculo diafragma pré-tratadas com d-Tubocurarina (10 uM), observou-se uma reducgdo da

despolarizacdo induzida pela da Bp-13 (-37 £ 3 mV para -58 + 2 mV).

A miotoxicidade foi avaliada in vitro através de andlise morfoldgica do misculo
diafragma de camundongo e in vivo através da determinacdo da atividade de
creatinoquinase (CK). Na andlise morfoldgica considerou-se fibras normais as que
mantiveram integro o sarcolema com o formato poligonal e fibras alteradas as que
apresentavam hipercontracdo das miofibrilas, células com lesdo tipo delta, edemaciadas e
vacuolizadas. A porcentagem de fibras lesadas de preparagdes incubadas com o veneno de
Bothrops pauloensis (100 e 50 pg/mL) foi de 14,4 + 3 % e 8,7 = 3 % respectivamente; e
com a fracdo Bp-13 (20 e 50 pg/mL) foi de 8,3 + 4 % e 30,6 =+ 5 %, respectivamente.
Quando as preparacdes foram mantidas em solucdo de Tyrode, onde o Ca** foi substituido
pelo Sr2+, as alteracdes morfoldgicas foram de 36,7 = 11 %, ou seja, semelhante aos valores
observados com a Bp-13 na solu¢do de Tyrode normal. O aumento nos valores de liberagdo
de creatinoquinase, apds 30 min da injecdo da Bp-13, revelou o efeito miotoxico in vivo,
valores que retornaram ao normal apds 6 horas. A dose de 10 pg/pata de Bp-13 injetada em
ratos via intraplantar induziram a formacdo de edema de pata apds 15 min de injecdo da

toxina.

Conclui-se, entdo, que a Bp-13 é uma miotoxina, que inibe a resposta
neuromuscular dependente de temperatura e de Ca®*, em preparacdes isoladas EDL ¢ NFD
de camundongo, sugerindo que a atividade catalitica possivelmente contribua com o evento
farmacoldgico, embora o efeito mionecrético in vitro nio seja afetado, indicando uma

dissociagdo entre estes efeitos.
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Abstract

Bothropic venom has several substances necessary to serpent survival, among
them, one of the most widely studied are phospholipase A, enzymes, that hydrolise sn-2
from membrane phospholipids, releasing lysophospholipids and fatty acids, which
beyond playing a biological action in the lipid digestion process, also exhibit a wide

variety of pharmacological effects.

The present work had as objective to characterize pharmacologically a new
phospholipase A, denominated Bp-13 from the Bothrops pauloensis (endemic serpent to
the Brazilian cerrado) venom, evaluating its action at neuromuscular junction, myotoxic

effect and edematogenic activity.

Bp-13 was purified through chromatographic system, a reverse phase HPLC on a
p-Bondapack C18 column; it has a molecular mass of 14 035 Da, 2,43 nmol/min/mg (30-
35 °C) catalytic activity Ca** dependent, however it was inhibited by Mg**, Mn**, Cd**

and Sr**.

Neuromuscular activity was evaluated in chick biventer cervicis (BC)
preparations, extensor digitorum longus (EDL) and mouse phrenic nerve-diaphragm
(PND), under indirect electrical stimulation during 120 minutes, at 37°C. Bp-13 (3,56
uM) induced complete and irreversible neuromuscular block in mammalian preparations,
which showed to be more sensitive to toxin action than bird preparations. In chick BC
preparation, neuromuscular block was 28 + 2 % after 120 minutes incubation with Bp-13
(7,12 uM) and evoked contracture after exogenous ACh addiction was partially inhibited.
Smaller concentrations (0,71 e 1,42 uM) were tested in mouse PND preparation, inducing
block of the contractile response in 29 £ 5 % and 55 += 6 %, respectively. In some
experiments, where Ca®* was substituted for Sr** in Tyrode's solution, there was absence
of the Bp-13 characteristic neuromuscular block (3,56 pM); similar event was observed
when the bath temperature was altered from 37 °C to 24 °C, with a block of 37,4 + 6 % of
the contractile response. Bp-13 (3,56 uM) was able to inhibit contractile response to

direct electrical stimulus in previously curarized mouse PND preparations.
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Abstract

Through electrophysiological study performed in mouse hemidiaphragm muscle
preparation, membrane potentials at rest were evaluated (MP). Bp-13 (3,56 uM) caused a
progressive sarcolemma depolarization, reaching values from -80 £ 1 mV (control) until -
37 £ 3 mV after 120 minutes in toxin incubation. In d-tubocurarine (10 uM) pre-treated
hemidiaphragm muscle preparations, a depolarization reduction was observed, induced by

Bp-13 (-37 3 mV to -58 £2 mV).

Myotoxicity was evaluated in vitro through morphological analysis of the mouse
hemidiaphragm muscle and in vivo through determination of creatinkinase (CK) activity.
Regarding morphological analysis, fibers which maintained intact sarcolemma with
polygonal shape were considered normal, and fibers which presented hypercontraction of
myofibrils, delta type lesion cells, edemaciated and vacuolized, were considered altered
fibers. Lesioned fibers from Bothrops pauloensis (100 and 50 pg/mL) venom incubated
preparations were 14,4 + 3 % and 8,7 £ 3 % , respectively; and for Bp-13 fraction (20 e
50 pug/mL) they were 8,3 + 4 % and 30,6 £ 5 %, respectively. When preparations were
maintained in Tyrode’s solution, where Ca®* was substituted for Sr**, morphological
alterations were 36,7 £ 11 %, that is similar to the observed values with Bp-13 in normal
Tyrode’s solution. The increase in creatinkinase release values after 30 minutes of Bp-13
injection revealed in vivo myotoxic effect, values that returned to normal after 6 hours.
Bp-13 concentration of 10 pg injected in rats via intraplantar induced paw edema

formation after 15 minutes of toxin injection.

In conclusion, Bp-13 is a myotoxin that inhibits temperature and Ca** dependent
neuromuscular response in mouse EDL and PND isolated preparations, suggesting that its
catalytic activity possibly contributes to the pharmacological event, although in vitro
myotoxic activity was unaffected by these treatments, indicating a dissociation between

these effects.
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1. INTRODUCAO



H4 poucos animais no mundo tdo ricos em significados simbodlicos quanto a
serpente. Ofidio sagrado ou representacdo do mal, habitante dos pantanos, da lama, da
turfa, rastejado nas terras profundas, principe dos meandros, silenciosa e sinuosa, ela surge
dos confins mais obscuros de nosso inconsciente, cujos sonhos e fantasmas alimentam

. . . L. . ~ ~ 1
mcessantemente, fazendo surgir, sucessivamente, angustias e dCSGJOS, atracao ou repulsao.

" A Garganta da Serpente
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Introducdo

1.1.  As serpentes

No Brasil, foram descritas aproximadamente duzentas e cingiienta espécies de
serpentes pertencentes a nove familias, dentre elas sé quatro géneros sdo

peconhentos.
Familia: Elapidae
Género: Micrurus (corais)
Familia: Viperidae
Subfamilia: Crotalinae
Género: Bothrops (jararacas)
Crotalus (cascavéis)

Lachesis (surucucus)

As serpentes da sub-familia Crotalinae, possuem denti¢do tipo solendglifa,
caracterizada por presas situadas anteriormente no maxilar superior, grandes,
amplamente modveis e providas de canal central por onde escorre o veneno. O
orificio proximal do canal central comunica-se com o canal excretor da glandula de
veneno e o orificio distal exterioriza-se a certa distancia da extremidade da presa, o
que garante o escoamento da peconha mesmo se a ponta da mesma introduzir-se em
uma estrutura como 0sso ou tenddo. Assim, sdo capazes de introduzir grande parte
de sua peconha, sob pressdo, tal qual uma seringa de injecdo. As presas sdo madveis,
permanecendo deitadas ao longo do maxilar superior, cobertas por uma bainha,
podendo voltar-se para a frente, no momento do bote. Este fato, somado a
agressividade destas serpentes, facilita a ocorréncia dos acidentes. (Jorge e Ribeiro,
1990). A fosseta loreal, orificio bilateral situado entre as narinas € a boca, sido

detectores térmicos muito sensiveis, captando também as vibracdes do ar, por
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intermédio da membrana que reveste o septo entre suas duas cAdmaras (Silva Junior,

1956).

Género Bothrops

O género Bothrops representa o grupo mais importante de serpentes
peconhentas, com mais de 60 espécies encontradas em todo o territério brasileiro
(incluindo os géneros Bothriopsis e Bothrocophias). Os principais representantes do
género Bothrops sdo as espécies: B. atrox — o ofidio mais encontrado na Amazonia,
principalmente em beiras de rios e igarapés; B. erythromelas — abundante nas areas
litoraneas e tUmidas da regido Nordeste; B. jararaca — de grande capacidade
adaptativa, ocupa e coloniza tanto dreas silvestres como agricolas e periurbanas,
sendo a espécie mais comum da regido Sudeste; B. jararacussu — é a espécie que
pode alcancgar o maior comprimento (até 1,80 m) e que produz a maior quantidade de
veneno dentre as serpentes do género. Sdo predominantes nas regides Sul e Sudeste;
B. moojeni — principal espécie dos cerrados, capaz de se adaptar aos ambientes
modificados, com comportamento agressivo € porte avantajado; e B. alternatus —
vive em campos e outras dreas abertas, da regidao Centro-Oeste a Sul. (Guia de

vigilancia epidemioldgica, 2005)

Os eventos fisiopatolégicos produzidos pelo veneno botrépico, tem como
caracteristica a presenca de efeitos locais como edema, hemorragia e necrose;
sistemicamente pode tornar o sangue incoaguldvel, promover hipotensido, ou, em
acidentes graves, causar a morte por choque ou por insuficiéncia renal aguda (Vital
Brazil, 1982; Ribeiro e Jorge, 1990), diferindo dos venenos de serpentes dos géneros

Micrurus e Crotalus, predominantemente neurotoxicos.

A ac@o proteolitica ou mionecrética decorre da acdo citotoxica direta nos
tecidos por fragdes proteoliticas do veneno. Essa acdo estd relacionada com a
quantidade de veneno inoculado, podendo haver liponecrose, mionecrose e lise das

paredes vasculares. Os efeitos proteoliticos proporcionam a formagdo e/ou liberacao
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de aminas e peptideos vasoativos, tais como bradicinina, histamina e serotonina, que
causam lesdo nos vasos capilares, fenOmeno que se traduz através do aparecimento

de hematuria, epistaxis e hemorragias viscerais.

7z

A acdo vascular, quando sistémica, € causada por fatores hemorragicos
denominados hemorraginas. Estas agem sobre vasos capilares, destruindo
inicialmente a membrana basal e conseqiientemente, causando sua posterior ruptura.
A agdo das hemorraginas, explica os casos de hemorragias sistémicas, as vezes
fatais, principalmente as que ocorrem no cérebro, afetando o funcionamento do
sistema nervoso central, ou em outros locais, com o aparecimento de purpura,
sangramento extratecidual (gengivorragia), insuficiéncia renal (glomerulonefrite
aguda), septicemia (oriunda da regido da picada) e choque, que podem levar ao 6bito

(Ribeiro e Jorge, 1990).

A acdo coagulante € resultado das proteinas e peptideos biologicamente ativos
que interagem com componentes do sistema hemostatico, afetando o processo de
coagulacdo, células endoteliais e plaquetas (Markland, 1998). A formacdo de
trombos € quase instantanea na proximidade da drea de inoculacdo, chegando até a
bloquear a difusdo do veneno por via sangiiinea, embora exista ainda a difusdo
linfatica e a formacdo de microtrombos de fibrina, especialmente em capilares
pulmonares. O consumo de fibrinogénio pode produzir coagulagdo intravascular
disseminada com o aparecimento de hemorragias difusas. Todos estes eventos

concorrem para o quadro geral de intoxicacdo da vitima do acidente botrdpico.

Fosfolipases A,

As fosfolipases A, (E.C. 3.1.1.4) sdo enzimas que hidrolisam a ligagdo 2-acil
éster de 3-sn-fosfolipideos, liberando dcidos graxos livres e lisofosfolipidios (Arni e
Ward, 1996; Kini et al., 2003). Estas enzimas, amplamente distribuidas na natureza,
sdo encontradas tanto no interior como no exterior da célula (Dennis, 1994). As

fosfolipases intracelulares estdo freqlientemente associadas a membranas e
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envolvidas com o metabolismo de fosfolipidios e outras funcdes celulares
(Mukheerjee et al., 1994). As extracelulares sio amplamente distribuidas em
secrecOes pancredticas, exudados inflamatérios e nos venenos de serpentes e de

artrépodes.

A tabela 1 mostra as fosfolipases A, classificadas em 10 grupos ( I-X ),
baseados na sua estrutura primdria € no modelo de pontes de dissulfeto. (Balsinde et
al., 1999 Six et al., 2000;). As fosfolipases A, presentes nos veneno de serpentes
pertencem aos grupos I e II. Os venenos botrépicos contém fosfolipases do grupo
ITA, possuem sete pontes dissulfeto, massa molecular entre 13 e 15 kDa e precisam
do cofator Ca®* para exibir sua atividade catalitica, que estd relacionada com o

aminodcido histidina (His) na posi¢ao 48.
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Grupo Recurso Localizacio MM Requerime  Pontes  Aminoacido
(kDa)  ntodeCa™ _disulfeto _catalitico
I A Cobras e serpentes. Secrecio 13-15 mM 7 Histidina
B Pancreas mamifero Secrecio 13-15 mM 7 Histidina
II A Serpentes, viperideos, fluido sinovial ~ Secregfio 1315 mM 7 Histidina
de hunmano, plaquetas
B Veneno de vibora Secrecio 13-15 mM 6 Histidina
C  Testiculos de ratos/camundongos Secrecio 15 mM 8 Histidina
m Abelhas/lagartos/escorpides/humano Secregdo 1618 mM 5 Histidina
IVA Clulas Raw 264,7hkim de rato.  Citosolica 85 <uM Serina
CElulas humanas U937/plaquetas
B Cérebro/pancreas/pulmic/coragio Citosolica 100 <uM Serina
hurmano
C Coragdo / misculo esquelético  Citosolica 65 - Serina
hurmano
\% Coracio/pulmiio  de  mamiferos.  Secregio 14 mM 6 Histidina
Mecrétagos P388DI.
VI  Macréfagos P338D1, Células CHO Citosolica 80-85 - Serina
VIIA Plasma humano Secrecio 45 - Serina
B Cérebro bovino Citosolica 42 - Serina
VII  Cérebro bovino Citosolica 29 - Serina
IX  Caracol marino Secrecio 14 mM 6 Histidina
X Leucdcitos humanos Secrecio 14 mM 7 Histidina

Modificado de Six e Dennis, 2000; Balsinde et al., 1999 e Winstead et al., 2000

Tabela 1. Classificagdo das PLA,
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Mais especificamente as fosfolipases A, miotoxicas encontradas em venenos
botrépicos podem ser subdivididas em dois grupos: D 49, cataliticamente ativas e K 49,
com baixa ou nenhuma atividade catalitica, como mostrado na figura 1. Diversas
fosfolipase A, miotoxicas tém demonstrado induzir efeitos hemorragicos e
mionecréticos na auséncia de Ca®*, indicando que a atividade enzimdtica ndo esta
envolvida nos danos observados (Gutiérrez et al., 1986a, 1986b; Lomonte e Gutierrez,

1989; Gutierrez et al., 1990; Butron et al., 1993)

“pequenas” Basicas, ndo enziméticas, cadeia Uinica
MIOTOXINAS miotoxinas de peptidecs de42-45a.a.

Basicas, ndo enziméticas, cadeia Gnica

Cardiotoxinas, m—— de proteinasde~60a.a.

Basicas, cadeiatnica (~120a.a.} ou proteinas

Neurotticas == multiméricas comatividade catalitica e
neurotodddade pré-sindgptica.
PLA, Engirmati Basicas, cadeiatnica{™~120

. — a.a.} ou proteinas diméricas
e comatividade fosfolipdsica
Naoneurotixicas

Enzimaticamente Basicas, cadeiatnica{™~120
inativas a.a.) ouproteinas diméricas
Lys49/Ser49 comestrutura fosfolipésica.

Figura 1. Classificacdo e caracteristicas gerais das miotoxinas de venenos de serpentes

(Lomonte et al.,2003).
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Durante os tltimos anos houve um grande interesse em se estudar componentes do
veneno que sdao responsdveis pela mionecrose, resultando no isolamento e
caracterizacdo estrutural e funcional de vérias fosfolipases miotéxicas de venenos de
serpentes do género Bothrops (Arni e Ward, 1996; Ownby, 1998; Ownby et al., 1999;
Gutiérrez ¢ Lomonte, 1997; Andrido-Escarso et al., 2000; Prianti et al., 2003;
Rodrigues et al., 2004 Cogo et al., 2006).

A mionecrose que se estabelece apds o envenenamento botrépico pode resultar da
acdo direta de miotoxinas sobre as fibras musculares (Figura 2) ou da acdo indireta de
metaloproteases hemorragicas (Harris, 1984; Gutiérrez e Lomonte, 1995). A acdo
indireta, causada por hemorraginas que provocariam danos vasculares, levando a
diminuicdo do sangue que supre as células musculares, induzindo isquemia e
conseqiientemente morte celular e a acdo direta decorrendo do efeito das fosfolipases

A, miotoxicas sobre as membranas plasmaticas das células musculares (Rosenfeld,

1971).
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[ Fosfolipases A, mioctdxicas
" Ligaciioa aceptores namembranaplasmética
seguidode ruptura.
Perdadocontroleda
permeabilidade
Despolariza Aumentodo Perdado Efluxode moléculas Internalizacioda
0 Inflxode Ca? gradiente iGnico citoplasméticas fosfolipase
. Ativaciod Ativagaode
Hjpeago serring Elevads [C] fosfolipases Hidroliseadicional
mitocondrial ok de fosfolipidios de
membrana(MP,RS
Lesdo Hidréliseda € mitocdndria)
mecénicada estruturadas Inchia;o mitocondrial, -
MP proteinas densidade floculents, Hidrdlise de proteinas
(desmina, hfg““?ﬁg: de miofibritas (actina Processo
i idroxia ¢ e miosina) remog3o ; i
_o rompimentoda crista derestos celulares inflamatdrio
Desorganizacdo
dosarcomeroe
perdadalineaZ

Seqiiéncia hipotética dos eventos degenerativos em células musculares

Figura 2.
esqueléticas, induzidos pela acdo de PLA, miotoxicas de veneno (Gutiérrez € Ownby,

2003).
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A atividade fosfolipdsica de venenos de diversas espécies botrépicas, como:
Bothrops jararacussu (Rodrigues-Simioni et al., 1983); Bothrops insularis (Cogo et al.,
1993); Bothrops pirajai (Costa et al., 1999); Bothrops leucurus (Prianti et al., 2003); B.
pauloensis (Borja-Oliveira, 2003) e B. neuwiedi (Rodrigues-Simioni et al., 2004; Abreu et

al., 2007), demonstrou ser em parte a responsavel pelos efeitos neuromusculares.

Bothrops pauloensis

Endémica do Cerrado brasileiro, Bothrops pauloensis habita preferencialmente
areas secas e campos dos estados de Goids, oeste de Minas Gerais, Sdo Paulo, sul de
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, norte de Parand e dreas contiguas ao Paraguai

(Figura 3).

Bothrops pauloensis (Figura 4) é uma serpente terrestre de tamanho médio
atingindo 50 e 60 cm de comprimento; esta espécie € sexualmente dimorfica, as fémeas

atingem maior comprimento e peso que os machos.

Anteriormente denominada como Bothrops neuwiedi pauloensis, foi descrita pela
primeira vez por Amaral (1925) e constituia uma das doze subespécies de Bothrops
neuwiedi. Sete das espécies que pertencian ao complexo Bothrops neuwiedi - B,
neuwiedi, B. diporus, B. lutzi, B, mattogrossensis, B. pauloensis, B. pubescens e
Bothrops sp, pela andlise dos caracteres morfologicos, foram classificadas como

espécies plenas (Silva in Campbell e Lamar, 2004).
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Figura 3. Distribui¢cdo geografica da serpente Bothrops pauloensis’.

Figura 4. Bothrops pauloensis 2

 www.worldwildlife.org

2 Fonte: Copyright by Cristiano Nogueira.
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Rodrigues et al. (1998) observaram que a natureza e as propriedades bioldgicas dos
componentes dos venenos sdo peculiares a cada espécie. Demonstraram que as
diferencas na composicao dos venenos da mesma espécie sdo devidas as variagdes
geograficas, uma vez que as condi¢cdes ambientais variam de uma regido para outra.
Utilizando um sistema cromatografico (HPLC de fase reversa) isolaram trés
miotoxinas: BnSP-5a, BnSP-6a e BnSp-7, presentes no veneno de Bothrops pauloensis.
A fracdo BnSP7, revelou uma alta homologia com a seqiiéncia amino terminal de
fosfolipases miotéxicas Lys-49. A alquilacdo da toxina abole a acdo miotdxica, mas

ndo a atividade edematogénica.

Soares et al. (2000), determinaram a seqiiéncia de aminodcidos da BnSP-7. Esta
fosfolipase homologa exibe atividade bactericida, promove o bloqueio da contragdo
muscular em preparagdes biventer cervicis de pintainho, induz miotoxicidade e
formacdao de edema. Realizando modificacdes quimicas nos residuos His, Tyr e Lys

observaram a inibi¢do parcial ou total das atividades produzidas por essa toxina.

Borja—Oliveira et al. (2003) observaram que o veneno de Bothrops pauloensis
induz bloqueio irreversivel e dependente da temperatura na jun¢do neuromuscular em
preparagdes biventer cervicis de pintainho, inibindo parcialmente a contratura evocada
por KCl, sugerindo uma ac¢ao miotdxica, embora a contratura evocada pela ACh nao foi
afetada,o que evidencia uma agdo pré-sindptica do veneno em baixas concentracdes (1,

5 e 10 pg/ml) do veneno.

Durigon et al. (2003) corroboraram os achados de Borja-Oliveira et al. (2003),
observando bloqueio neuromuscular irreversivel dependente de temperatura e de Ca**
em preparagdes nervo frénico diafragma de camundongo induzido pelo veneno de
Bothrops pauloensis, sugerindo que a atividade catalitica poderia estar envolvida nesta
acdo farmacoldgica. Estudos eletrofisiolégicos demonstraram que o veneno foi capaz
de despolarizar a membrana plasmdtica em repouso, além de aumentar a amplitude e
freqiiéncia de MEPP, demonstrando uma a¢do primdria em sitios pré-sindpticos, no

terminal nervo motor.
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Continuando com as pesquisas, Rodrigues et al. (2004) isolaram duas fosfolipases
D 49 denominadas BnpTX-I e BnpTX-II, capazes de induzir citotoxicidade in vitro,
miotoxicidade e formagcdo de edema. Além disso, a fracdo BnpTX-1 causou
neurotoxicidade in vitro em camundongos e atividade bactericida em Escherichia coli e
Staphylococcus aureus. Modificacdes quimicas inibiram a atividade catalitica, mas os
efeitos téxicos e farmacoldgicos foram parcialmente reduzidos, demonstrando assim,
que o efeito neurotéxico induzido pelo veneno € devido a presenca de fosfolipases A,.
Estes resultados corroboraram a hipétese de uma dissociacdo dos sitios cataliticos e

farmacoldgicos, proposta por Kini et al. (2003).

Recentemente Borja-Oliveira et al. (2007) purificaram duas toxinas D 49
denominadas NeuTX-I e NeuTX-II que mostraram ter acdo na jun¢do neuromuscular.
A toxina NeuTX-I ndo inibiu as contraturas evocadas por KCl e ACh; aumentou a
amplitude e freqiiéncia da liberacdo espontinea do neurotransmissor (MEPPs) e ndo
alterou o potencial de membrana em repouso, indicando a evidente acdo pré-sindptica
da NeuTX-I. Rodrigues et al. (2007) isolaram uma PLA, D49 &4cida que apresentou

atividade hemolitica, edematogénica e miotoxica.

A tabela 2 contém uma relacdo das fosfolipases A, isoladas do veneno de Bothrops

pauloensis, bem como os efeitos farmacoldgicos estudados.
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Toxina PLA, Bloqueio Miotoxi- Atividade Citotoxi- Atividade Anti- Referéncia
Neuro cidade Edemato- cidade Bacteri- coagulant
muscular génica cida

Bp-12 - NFD + + nd nd nd Randazzo
et al., 2008

Bp-PLA, + Nd + + nd nd nd Rodrigues
et al., 2007

Neu TX-I + NFD nd nd nd nd nd Borja—
Oliveira et
al., 2007

Neu TX-IT + NFD nd nd nd nd nd Borja—
Oliveira et
al., 2007

BnpTX-I + NFD + + + + + Rodrigues
et al., 2004
Rodrigues

BnpTX-II + Nd + + + + + et al., 2004

BnSP-7 - BC + + nd + - Soares et
al., 2000

BnSP-6 - Nd + + nd nd -
Soares et
al., 2000

Nd: Nio determinado; (+) presenca de atividade; (-) auséncia de atividade.

Tabela 2. Fosfolipases A, isoladas do veneno de Bothrops pauloensis
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Os estudos acima citados revelam o interesse em purificar e caracterizar
biologicamente os componentes dos venenos de serpentes, com o objetivo de identificar
os responsdveis pelos efeitos do veneno sobre a fisiopatologia do envenenamento e
contribuir para o esclarecimento do mecanismo de ag¢do dessas toxinas. Neste sentido, o
presente estudo propde avaliar os efeitos de uma fracdo do veneno de Bothrops
pauloensis, isolada e purificada, pelo método de HPLC de fase reversa, utilizando uma
coluna p-Bondapack C-18 (Apéndice 1). Esta fragdo que serda denominada Bp-13 exibiu
atividade fosfolipdsica e uma tnica banda homogénea quando submetida a eletroforese
SDS-PAGE, com massa molecular, determinada por espectrometria de massas

(MALDI-Tof), foi de 14035.628 Da (Apéndice 2).

A andlise da composicdo de aminodcidos da Bp-13 determinou a presenca de
Asp/9, Glu/5, Ser/4, Gly/13, Thr/7, Ala/6, Pro/11, Tyr/14, Val/4, Cys/14, 1le/3, Leu/11,
Phe/3, Lys12, His/2 and Arg/5; alto conteddo de residuos hidrofébicos e bésicos (Lys —
Arg — His) assim como 14 residuos Cys (Apéndice 3), com a seguinte seqiiéncia N-
terminal: DLWQFGKMILKENGKSPFPSYGTYGCYCGSLGRR..., que revelou um
alto grau de homologia com fosfolipases A, miotéxicas D49 de outras toxinas

botropicas (Apéndice 4).
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Objetivos

Avaliar os efeitos da Bp-13 proveniente da purificacdo do veneno total de Bothrops pauloensis

através do estudo de sua:

Acao neurotéxica in vitro em preparagdes biventer cervicis de pintainho, extensor

digitorium longus e nervo frénico diafragma de camundongo.

@ Atividade miotdxica através da andlise histologica e determinagdo dos niveis

plasmaéticos de CK em camundongos.

Atividade edematogénica mediante a formagdo de edema de pata em ratos.
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3.1.

3.2

3.3.

Animais

Foram utilizados camundongos machos da linhagem SWISS, pesando entre 18 -
22 g; ratos da linhagem Wistar, pesando de 160 - 180 g; fornecidos pelo Biotério
Central da UNICAMP; e pintainhos da linhagem HY LINE W36, pesando de 40 - 50 g
(4 - 8 dias), fornecidos pela Granja Globo Aves Ltda. Os animais foram mantidos em
gaiolas, no biotério do Departamento de Farmacologia, Faculdade de Ciéncias Médicas
(UNICAMP), recebendo dgua e racdo ad libitum, em ambiente com temperatura

constante e iluminacao controlada (12 horas com luz e 12 horas sem luz).

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com o protocolo n° 1266-1
aprovado pela Comissio de Etica em Experimenta¢io Animal da Unicamp (CEEA - IB

- UNICAMP).

Veneno

O veneno de Bothrops pauloensis foi adquirido do Serpentario de Proteinas
Bioativas Ltda. (Fazenda Boa Esperanca, Batatais/SP). O “pool” utilizado no presente
trabalho € proveniente de um tnico processo cromatografico em HPLC de fase reversa

denominado Bp-13.

Reagentes

Todos os produtos quimicos utilizados foram de alto grau de pureza, obtidos da
Sigma, Aldrich Chemicals, Merk e Bio Rad. Kit de creatinoquinase CK-NAC
(Bioclin/Quibasa, Brasil) e Historesina (Leika NuBloch/Heidelberg, Alemanha).
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Determinaciao da atividade fosfolipasica

A determinacdo da atividade fosfolipdsica foi realizada seguindo a metodologia
descrita por Cho e Kézdy (1991) e Holzer e Mackessy (1996), modificado por Ponce-

Soto et al. (2002). O substrato utilizado foi o acido 4-nitro-3-(octanoiloxi) benzodico.

Foram utilizadas amostras com uma concentragdo de 1 mg/ml tanto do veneno
total como da proteina purificada. 20 uL. de amostras foram incubadas junto com 20 pL
de substrato, 20 uL. de 4gua deionizada e 200 pL tampdo de reacdo Tris-HCl 10 mM
pH 8 contendo CaCl, 10mM e NaCl 100 mM, em um volume final de 260 uL por 20
minutos a 37°C. Todos os ensaios foram feitos em triplicata e a atividade foi
monitorada em absorbancia a 425 nm com a liberagao do croméforo. Foram utilizadas
placas para microtitulacdo de 96-well e o sistema utilizado para a leitura das placas foi

VERSAMAX (Molecular Devices, Sunnyvale, CA. USA.).

Uma unidade de atividade enzimdtica é definida como quantidade de enzima
necessdria para produzir 1nmol de croméforo por minuto. A atividade especifica é dado

pela relacdo entre a unidade enzimatica (em nmol/min) e o teor de proteina (em mg).

3.4.1. Efeito da temperatura na atividade fosfolipasica da Bp-13

O ensaio para observar o efeito da temperatura sobre a atividade fosfolipasica
foi realizado segundo o método descrito no item 3.4. A temperatura variou de 5 -60

°C e foi mantida por 20 minutos e lida em seguida a 425 nm.

3.4.2. Efeito de ions divalentes na atividade fosfolipasica da Bp-13

A atividade fosfolipasica da Bp-13 foi determinada na presenca de ions
divalentes, como Ca”*, Mg”*, Mn**, Sr** e Cd*?, é determinada segundo o método

descrito em 3.4.
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3.5. Ensaios Farmacolégicos

3.5.1.

3.5.2.

Preparacao musculo biventer cervicis (BC) de pintainho.

A preparagdo foi isolada e montada de acordo com o método de Ginsborg e
Warriner (1960). Os pintainhos foram anestesiados via inalatéria com halotano e,
apés o isolamento, o musculo foi suspenso em uma cuba de 5 mL, contendo
solucdo nutritiva de Krebs, com a seguinte composi¢cao em mM: NaCl 118,6; KCI1
4,69; CaCl, 1,88; KH,PO4 1,17; MgSO4 1,17; NaHCO3 e CsHi206 11,65. A
solucdo foi aerada de modo constante com carbogénio (mistura 95% O, e 5% CO,)
e mantida a 37°C. A preparacdo foi submetida a uma tensio constante de 1 g e
estimulada por meio de eletrodos bipolares na altura do tenddo e nervo
(estimulacdo de campo). Foram aplicados pulsos supramaximales de até 9 V de 0,1
Hz de freqiiéncia e 0,2 ms (estimulador Grass S48). As contracdes musculares
resultantes de estimulos elétricos maximais e as contraturas em resposta a adi¢ao
de KCl (13,4 mM) e ACh (110 uM) foram registradas em fisiégrafo (Gould RS
3400), por meio de transdutores isométricos (BG-10 g). Os registros das
contraturas para KCl e ACh foram realizados na auséncia de estimulagdo elétrica,
no inicio (antes da adi¢do da fracdo) e no final do experimento (apds 120 min. de
incubagdo com a fracdo). Apos 15 min. de estabilizacdo foram realizados os
seguintes tratamentos: controle solug¢do nutritiva Krebs e adi¢do de Bp-13 em

concentracoes de 3,56 uM (50 pg/mL) e 7,12 uM (100 pg/mL).

Preparacio nervo frénico-diafragma (NFD) de camundongo.

Camundongos foram anestesiados por via inalatéria com halotano, e
posteriormente sacrificados por seccdo e sangria dos vasos cervicais. O musculo
diafragmatico foi removido cirurgicamente juntamente com Seu nervo motor, o

nervo frénico, como descrito por Biilbring (1946); as preparacdes foram colocadas
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em uma cuba contendo 5 mL de solu¢do nutritiva de Tyrode com a seguinte
composi¢cdo em mM; NaCl 118.7, KCI 4.7, CaCl, 1.88, MgCl, 0,49; NaH,PO4
0,42; NaHCO; 25.0 e C¢H 206 11.65. A temperatura foi mantida a 37 °C e aerada
constantemente com carbogénio (mistura de 95% O, e 5% de CO;). O misculo
diafragma foi mantido por sua por¢do tendinosa, sob tensdo constante de 5 g. O
nervo frénico ficou sobreposto a um eletrodo de platina. A preparacdo, entdo, foi
estimulada indiretamente, através do nervo frénico (estimulador Grass S48; 3 V;
0,1 Hz; e 0,2 ms) ou diretamente através do musculo de preparagdes previamente
curarizadas (d-Tc 10 uM) com pulsos supramaximais (estimulador Grass S48; 70
V; 0,1 Hz e 2 ms). O registro da forca de contracio muscular, em resposta a
estimulos, foi realizado através de transdutor isométrico (BG-10 GM) acoplado a
um fisiégrafo (Gould RS 3400). Apés 15 min. de estabiliza¢do foram realizados os
seguintes tratamentos: (1) controle solucdo nutritiva Tyrode, (2) Bp-13 em
concentracdes crescentes de 0,71 uM (10 pg/mL); 1,42 uM (20 pg/mL); 3,56 uM
(50 pg/mL) e 7,12 uM (100 pg/mL), (3) Bp-13 e a substitui¢do do Ca’ (1,8 mM)
pelo Sr** (4 mM) na composicio da solucdo nutritiva, (4) Bp-13 ¢ a mudanca a
temperatura de 37 °C para 24 °C, (5) Bp-13 em concentragdes de 1,42 uM (20
pg/mL) e 3,56 uM (50 pg/mL) sob a agdo muscular de preparagdes curarizadas.

Preparacao extensor digitorum longus (EDL) de camundongo

Os camundongos foram anestesiados por via peritoneal com hidrato de cloral a
10% (300 mg/Kg) e apds atingir o nivel cirurgico, foi realizada uma incisdo na face
antero-lateral da pata posterior, expondo os tenddes dos musculos EDL e tibial,
bem como este tltimo musculo. Procedeu-se a sec¢do dos tenddes e a retirada do
musculo tibial, com exposi¢do total do misculo EDL. Este foi dissecado, desde sua

inser¢do tendinea distal até a proximal.
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Durante o procedimento, a prepara¢do foi mantida umedecida com solugdo
nutritiva de Tyrode. Retirada a preparacdo, o misculo EDL foi colocado em uma
cuba contendo 3,5 mL de solucdo Tyrode e mantido sob aeragdo constante com
carbogénio, a 37° C. O registro da forca de contracdo muscular, em resposta a
estimulos elétricos supramaximais, foi realizado por um transdutor isométrico
Load Cell BG-10 GM, acoplado a um fisiégrafo Gould universal Amplifier Model
RS 3400 (Gould Inc., Cleveland, OHIO, USA).

O musculo foi submetido a tensdo constante de 0,5 g/cm (por meio de um fio
preso a por¢do tendinosa e ao transdutor isométrico) e a estimulagdo elétrica,
através de pulsos gerados por estimulador S48F (Grass Instruments, Quincy,
MASS, USA) Um eletrodo bipolar de platina foi colocado em torno da preparacao
que continha o tronco do nervo peroneal, suprindo o musculo. A preparagdo foi
submetida a estimulagdo elétrica indireta, com pulsos supramaximais de 0,2 ms de

duracdo e 0,1 Hz de freqii€ncia, por um periodo de 20 minutos para estabilizacao.

Foram realizados os seguintes tratamentos (1) 3,56 uM (50 pg/mL) da toxina
Bp-13 em preparacdes mantidas na solucdo nutritiva Tyrode e (2) 3,56 uM (50
pg/mL) da toxina em preparacdes mantidas em solucdo nutritiva Tyrode

substituindo o Ca”" por Sr*.

Estudo Eletrofisiolégico

O registro do potencial de membrana (PM) foi observado em preparacio
hemidiafragma de camundongo. O hemidiafragma esquerdo com sua face toricica
voltada para cima foi fixado horizontalmente, por meio de alfinetes, em cuba
revestida de resina e silicone. A cuba foi preenchida com 2 mL de solucdo de
Tyrode mantida a temperatura ambiente e aerada com carbogénio (mistura de 95%

0, e 5% CO,). Para o registro dos parametros eletrofisioldgicos, a cuba foi
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colocada na platina de microscépio estereoscopico (Wild M7 S - Switzerland) com

capacidade para aumentos de até 40 vezes.

Utilizou-se a técnica convencional de registro com microeletrodo (Fatt e Katz,
1951). Os microeletrodos de vidro, preparados com o auxilio do Vertical Pipete
Puller (modelo 700 D-David Kopf Instruments, CA, USA), foram preenchidos com
KCl 3 M, tendo uma resisténcia entre 10-25 MQ. Os microeletrodos foram
introduzidos intracelularmente sobre a camada superficial de fibras musculares,
com o auxilio de micromanipulador Leitz, para a medida do PM. Os valores de PM
foram obtidos através 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 aquisicdio de dados (AgDADOS, Lynx, Sdo Paulo, SP). O
computador munido de uma placa conversora A/D € capaz de digitalizar os

biopotenciais.
- Registro do potencial de membrana

Para a medida do potencial de membrana das fibras musculares, os
microeletrodos foram inseridos intracelularmente sobre as fibras musculares
superficiais, com o auxilio do microscopio, fazendo-se a medida do deslocamento
vertical sofrido pelo feixe no osciloscopio, no momento da inser¢do. Além disso, o
potencial de membrana foi monitorado digitalmente por intermédio do software ja
descrito. O mesmo procedimento foi repetido em seis fibras distintas em periodo
ndo superior a um minuto, calculando-se a média aritmética e o erro padrdo. O
estudo dos efeitos induzidos pelas fracdes sobre o potencial de repouso da fibra
muscular foi feito nos tempos 0, 5, 30, 45, 60, 90, e 120 min. A concentracio
utilizada de Bp-13 foi de 3,56 uM (50 pg/mL), outra serie de experimentos foram

realizados com preparacdes previamente incubadas com d-tubocurarina (10 uM).
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Analise Histolégica Quantitativa

Ap6s 120 minutos de incubacdo com Bothrops pauloensis (50 e 100 ug/mL);
Bp-13 (20 e 50 pg/mL); Bp-13 (50 pg/mL) incubada em solucdo nutritiva Tyrode
onde o Ca** foi substituido pelo Sr** ou solugdo nutritiva Tyrode (controle), as
preparacdes NFD, foram fixadas em solu¢cdo Bouin com 4cido acético, por 24
horas. Apds esse periodo as preparagdes foram lavadas com dgua e amonia, e
desidratadas em dalcool 70 %, 80% 90% e 100% e seguidamente a inclusdo em
Historesina Leika (Nubloch/Heidelberg, Alemanha). Posteriormente, foram
confeccionados os blocos. Estes foram cortados em micrétomo (Leika RM 2035) e
as seccoes (2 um de espessura) foram montadas em laminas e coradas com de azul

de Toluidina 0,5% (Vetec, Sao Paulo) e Borax 5% (Quimesp, Sao Paulo).

As laminas foram observadas em microscépio Ooptico (Olympus BXS1)
acoplado a um microcomputador; a captura das imagens foi feita através da
utilizacdo de um software (Image Pro Plus 6.0 Midia Cybernetics, Inc.) A analise
foi feita por dois examinadores. Foi realizada a contagem do numero total de
células presente em um corte, identificando o numero de células normais e lesadas.
Foram consideradas células normais as que apresentaram se integras, com
manutencao do formato poligonal e células lesadas as que apresentaram alteragcdes
como: vacuolos, hipercontragdo das miofibrilas, fibras edemaciadas e com perda
de material celular. O grau de alteragdo foi expresso em porcentagem (% de

alteracdo = (células lesadas x 100)/células totais).

Determinacio dos niveis de CK in vivo

Camundongos de 18 a 22 g de peso foram inoculados com a fracdo Bp-13 em
concentragdes de 20 e 50 pug a nivel intramuscular dissolvidos em 50 uL de PBS.
Ap6s 30 min, 1, 3, 6, 9, 12 e 24 horas foi coletado sangue da veia caudal com

auxilio de capilares heparinizados; logo apds, o sangue foi centrifugado para a
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obtencdo do plasma. A atividade enzimdtica foi determinada utilizando o Kit
comercial CK-NAC (Bioclin/Quibasa, Brasil), conforme orientagcdes do fabricante.
A atividade foi expressa em U/L. Uma unidade de CK corresponde a fosforilagio

de 1 nmol de creatina/min a 37 °C.

Determinacao da atividade inflamatdria

Grupos de seis ratos (160 - 180 g) foram anestesiados superficialmente com
halotano (via inalatéria) e submetidos a injecdo subcutdnea na pata direita na
regido plantar de 0,1 mL de salina ou da Bp-13 em doses de 2,5; 5 e 10 pg/pata;
dissolvida em solucdo salina. O volume da pata foi medido através de um
hidropletismégrafo (modelo 7150, Ugo Basile, Italia) imediatamente antes da
injecdo (basal) e em intervalos regulares de 15, 30, 60, 120 e 180 min apds a
injecdo da Bp-13. Os resultados foram expressos como variagdo do volume da
pata (mL) em relacdo ao valor basal. Também foram calculados os valores de area

sob a curva (ASC) para cada dose injetada.

3.6. Analise Estatistica

Os resultados foram representados pela média de experimentos + erro padrdo da

média. Foi realizada uma anélise descritiva com apresentacao de medidas de posi¢do e

dispersdo para varidveis continuas.

Para a comparacdo das medidas ao longo do tempo e entre os grupos foi utilizada

ANOVA para medidas repetidas com transformacgao por postos. Para a comparagao de

dois grupos foi utilizado o teste de Mann-Whitney.

O coeficiente de correlagdo intraclasses e respectivo intervalo de 95% de

confianga foi utilizado para determinar a concordancia entre observadores. O nivel de

significancia adotado para os testes estatisticos foi de 5%.
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Resultados

ESTUDO MIOGRAFICO

4. 1.

Preparacio biventer cervicis (BC) de pintainho

A toxina denominada Bp-13 proveniente do veneno total de Bothrops pauloensis
foi ensaiada em duas concentracdes diferentes 3,56 e 7,12 uM incubadas com a
preparacdo a 37 °C sob estimulagdo elétrica de campo. A resposta contratil foi
levemente inibida pela toxina, atingindo 21 + 6% e 28 + 2% de bloqueio da resposta
contrétil apés 120 min de incubacido com 3,56 e 7,12 uM de Bp-13 respectivamente; a
inibicdo da resposta muscular foi irreversivel (Figura SA). Os niveis de bloqueio foram
significativamente diferentes do controle onde a resposta contratil foi mantida em 96 +

2%, portanto a preparacdo BC de pintainho mostrou-se pouco sensivel a agdo da Bp-13.

Quando as preparacdes foram submetidas a adi¢do exdgena de ACh (110uM) e
KCI (20 mM), foi observado que: a concentragdo de 3,56 uM de Bp-13 ndo alterou
significativamente a contratura evocada pela ACh ou KCl, porém a concentragdo de
7,12 uM de Bp-13 causou uma inibi¢do parcial da contratura produzida em resposta ao
KCl, porém, essa diferenca ndo foi significativamente diferente do controle. Nao
obstante, a contratura evocada pela ACh foi inibida em 53 + 13%, sendo diferente do
controle (p<0,05). A figura 5B representa a porcentagem de contratura evocada por

ACh e KClI, frente as duas concentracdes utilizadas da Bp-13.

Na figura 6 sdo mostrados os registros miograficos dos experimentos controle e

tratados com a Bp-13.
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Figura 5. Efeito da Bp-13 em preparacao BC de pintainho, sob estimulacgao elétrica de campo,
a 37 °C. (A) Curva representativa da resposta contratil. Cada ponto representa a média de
experimentos + erro padrdo (n=3-6). (B) Porcentagem de contratura evocada por ACh
(110uM) e KCI1 (20 mM) em presenca de Bp-13. (*) nivel de significancia das concentragdes

individuais em relagdo ao controle (p<0,05).
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Figura 6. Registro miografico da resposta contritil em preparacoes BC de pintainho, sob
estimulacdo elétrica de campo. (A) Controle Krebs, (B) Bp-13 em concentracdo de 3,56 uM e
(C) 7,12 uM. Note a alteracdo na linha de base. Adi¢do exdgena de ACh (o), e KCI (A). As

setas (1) representam o momento de adicdo da toxina. A barra vertical (I) indica 1 g.
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4.2. Preparacio nervo frénico-diafragma (NFD) de camundongo

4.2.1. Estimulacao elétrica indireta

A preparacdo nervo frénico diafragma de camundongo mostrou-se mais sensivel
a acdo neuromuscular da Bp-13 em compara¢do com a preparacdo biventer cervicis

de pintainho.

Foram avaliadas diferentes concentragdes de 0,71; 1,42; 3,56 ¢ 7,12 uM a 37 °C

sob estimulacdo elétrica indireta, conforme observado na figura 7.

O bloqueio neuromuscular mostrou-se dependente da concentracdo; os
resultados mostram que as baixas concentracdes de Bp-13 induziram bloqueio parcial
da resposta contritil apés 120 min de incubac¢do com a toxina, € que o grau de
bloqueio observado foi de 29 + 5% (n=3) e 55 +* 6% (n=3) para 0,71 e 1,42 uM
respectivamente. Nos experimentos em que foram usadas altas concentracdes (3,56 e
7,12 uM) de Bp-13 o tempo para produzir bloqueio de 50 % da resposta contratil foi
igual a 28 £ 3 (n=6) e 18 = 1 (n=3) min respectivamente. Estas concentracdes

levaram ao bloqueio total e irreversivel da resposta contratil.

Na figura 8 sdo mostrados os registros miogréficos das preparagdes tratadas com
Bp-13. Repetidas lavagens nas preparacdes tratadas com a Bp-13 ndo foram capazes
de reverter o bloqueio neuromuscular causado por essa toxina. Nos experimentos
controle, o registro das contragdes musculares permaneceu estavel em 98,9 + 4,5%

ap6s 120 min em solugdo Tyrode (n=4).
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Figura 7. Curva da resposta contritil da preparacao nervo frénico diafragma de camundongo,
sob estimulacdo elétrica indireta, apds a adi¢do de diferentes concentragdes (uM) de Bp-13.
Cada ponto representa a media de experimentos * erro padrao (n=3-6). (*) nivel de

significancia das concentragdes individuais em relacdo ao controle (p<0,05).
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Figura 8. Registro miografico da resposta contritil em preparacdes NFD de camundongo, sob
estimulagdo elétrica indireta. (A) Controle Tyrode, (B) Bp-13 0,71 uM, (C) 1,42 uM, (D) 3,56
uM e (E) 7,12 uM. As setas (1) representam o momento de adi¢do da toxina. A barra vertical

() indica 1 g.
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4.2.1.1. Substituiciio do Ca*? e influéncia da temperatura

A atividade fosfolipdsica da Bp-13 foi determinada na presenca de alguns
fons, como: Mg®*, Mn**, Sr** e Cd** em uma concentra¢io de 10 mM, na
auséncia e presenca e de 1 mM de Ca**. A atividade catalitica da Bp-13 com 1 e

10 mM de Ca** também foi avaliada.

A Bp-13 apresentou atividade enzimética semelhante em presenca de 1 e 10
mM de Ca**. No entanto, em presenca dos fons Mg™, Mn**, Sr** e Cd** (10mM)
a atividade foi diminuida na presenca de 1mM de Ca®*. Na auséncia de Ca** e na
presenca dos fons Mg, Mn**, Sr** e Cd** (10mM) a atividade fosfolipasica foi
significativamente (*) diminuida mostrando que esses cations ndo podem
substituir o co-fator Ca’* no desenvolvimento da atividade catalitica, como

mostrado na figura 9.

Quando o Ca®* (1,8 mM) foi substituido pelo Sr** (4 mM) na solucdo
nutritiva Tyrode e as preparacdes NFD de camundongo incubadas com Bp-13
(3,56 uM), foi observada a inibicdo do bloqueio da resposta contratil induzido
pela toxina. Apds 120 min de incubagdo a resposta contratil foi de 83,7 + 14%,
observando a auséncia de bloqueio significativo, em relacdo ao controle, como
mostrado na figura 9. O efeito bloqueador neuromuscular mostrou-se dependente

da presenca de Ca®*.
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Figura 9. Curva da resposta contratil da preparacio NFD de camundongo, sob estimulac¢io
elétrica indireta, apds a adicdao de Bp-13 e a substitui¢do do Ca™ (1,8 mM) pelo Sr** (4 mM).
Cada ponto representa a média de experimentos * erro padrao (n=4-6). (*) nivel de

significancia das concentragdes individuais em relacdo ao controle (p<0,05).
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O efeito da temperatura sobre a atividade da catalitica da Bp-13, foi
determinado, incubando a enzima em diferentes temperaturas (5 — 60 °C). O
6timo de atividade enzimatica da fracdo Bp-13 foi registrado a tempertaturas ao

redor de 30 °C, conforme mostrado na figura 10.

A alteracdo da temperatura do banho 37 °C para 24 °C no banho, também
inibiu parcialmente o bloqueio da resposta contratil em preparacoes NFD de
camundongo, incubadas com a Bp-13. Apds 120 min de incubacdo, o bloqueio

da resposta contratil foi de 37.4 £ 6%, ao invés de 90% a 37 °C (fig. 10).

A fig. 11 mostra o registro miografico dos experimentos realizados em
condi¢des alteradas, como a mudanca da composi¢cdo da solucdo nutritiva
substituindo-se 0 Ca** (1,8 mM) pelo Sr*t (4 mM), bem como a alteracao da
temperatura de 37 °C para 24 °C. Ambos os parametros interferiram sobre o
efeito bloqueador da transmissdo neuromuscular causado pela Bp-13 (3,56 uM),
sugerindo que a Bp-13 se comporta do ponto de vista farmacoldgico, como uma
tipica PLA, D49, dependente de Ca®* e de temperatura igual ou acima de 30 °C

para exibir sua atividade catalitica.
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Figura 10. Curva da resposta contrtil da preparacdo NFD de camundongo, sob estimulagdo
elétrica indireta, apos a adi¢do da Bp-13. A temperatura do banho foi mantida a 24 °C. A
figura inserida mostra a medida da atividade fosfolipdsica da Bp-13 em diferentes
temperaturas. Cada ponto representa a média de experimentos * erro padrao (n=4-6). (*) nivel

de significancia das concentragdes individuais em rela¢io ao controle (p<0,05).
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Figura 11. Registro miogréifico da resposta contritil em preparacdes NFD de camundongo,
sob estimulagdo elétrica indireta. (A) Controle Tyrode, (B) Bp-13 (3,56uM) em condic¢des
normais; (C) Bp-13 (3,56 uM) incubado em Tyrode substituindo o Ca’ pelo Sr*, (D) Bp-13
(3,56 uM) incubada a 24° C. As setas (1) representam o momento de adi¢do da toxina. A barra

(I) indica 1 g.
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4.2.2. Estimulacao elétrica direta

As preparacdes NFD de camundongo previamente tratadas com d-Tubocurarina
(10 uM), foram submetidas a estimulacdo elétrica direta. A Bp-13 foi avaliada em
concentracdes de 1,42 e 3,56 uM, induzindo bloqueio da for¢a de contragdo muscular
de forma semelhante a observada frente a estimulagdo elétrica indireta (Figura 12).
Ap6s 120 min de incubacdo com a Bp-13 (1,42 e 3,56 uM), a resposta contratil foi de
73 £7% e de 14 = 6%, respectivamente.
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Figura 12. Representacdo grafica do efeito da Bp-13 sobre a resposta contrétil da preparacdo
nervo frénico-diafragma de camundongo, sob estimulacdo elétrica direta. Cada ponto
representa a média de experimentos * erro padrdo (n=3-6). (*) nivel de significancia das
concentracdes individuais em relagdo ao controle (p<0,05). A figura inserida mistra o registro
miografico da resposta contratil da preparacio NFD de camundongo, incubada com 3,56 uM

de Bp-13. A seta () indica 0 momento de adi¢do da toxina.
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Preparacio extensor digitorum longus (EDL) de camundongo

A preparacdo EDL de camundongo foi utilizada para observar a agdo
neuromuscular da Bp-13 em presenca e auséncia de Ca™. A concentracdo utilizada foi

de 3,56 uM a 37° C sob estimulagdo elétrica indireta.

Como mostrado na figura 13, a resposta contrtil se manteve invaridvel ao
longo de 60 min. Apds a adi¢cdo da Bp-13, observou-se que em presenca de Ca™ a
resposta contratil foi inibida, sendo praticamente abolida (90%) a partir dos 80 min de
incubagdo com a toxina. Nos experimentos que foram realizados com a substituicao do
Ca® pelo Sr*, a resposta contratil foi semelhante ao observado no controle por 180

min de observagao.

A figura 14 mostra o registro miografico dos experimentos realizados em

preparagdo EDL.
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Figura 13. Representacdo grifica do efeito da Bp-13 sobre a resposta contritil em
preparacdes EDL de camundongo, sob estimulacdo elétrica indireta. As preparagdes foram
mantidas em diferentes solucdes nutritivas (Tyrode com Ca™e Tyrode com o Ca®* substituido
pelo Sr**). Cada ponto representa a média de experimentos * erro padrdo (n=3-6). (*) nivel de

significancia das concentragdes individuais em relacao ao controle (p<0,05).
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Figura 14. Registro miogrifico da resposta contratil em preparacdes EDL de camundongo,
sob estimulacdo elétrica indireta. (A) Controle Tyrode, (B) Bp-13 (3,56uM) em condicdes
normais; (C) Bp-13 (3,56 uM) incubada em Tyrode substituindo-se o Ca® pelo Sr**. A seta

(1) representa o momento de adi¢do da toxina. A barra vertical (I) indica 1 g.
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ESTUDO ELETROFISIOLOGICO

44.

Potencial de Membrana (PM)

A medida do potencial de membrana em repouso foi realizada nos tempos 0, 15,
30, 45, 60, 90 e 120 min; em auséncia de toxina os valores obtidos foram mantidos em
-80 £ 1 (mV) apdés 120 min de experimento. Em presenca de 3,56 uM de Bp-13,
observou-se um aumento nos valores da medida do potencial de membrana, a partir de
15 min, atingindo valores de -37 = 3 (mV) apds 120 min de incubagdo com a toxina.
Nos experimentos realizados com preparacdes previamente curarizadas (d-Tc 10 uM),
com os receptores nicotinicos bloqueados, observou-se uma protecdo significativa
contra a acdo despolarizante da Bp-13 sobre a membrana plasmadtica; assim os valores
obtidos aos 120 min foram de -58 + 2 (mV). Houve diferenca significativa entre os
tratamentos com relag@o ao controle, bem como em relagdo aos tratamentos entre si, de

acordo com a figura 15.
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Figura 15. Potencial de membrana em repouso de preparagdes musculo diafragma de
camundongo incubadas em solu¢do Tyrode (controle), Bp-13 (3,56uM) e em preparagcdes
previamente curarizadas (d-Tuborurarina 10 uM). Cada ponto representa a media de
experimentos + erro padrao (n=3). (*) nivel de significincia das concentracdes individuais em

relagdo ao controle (p<0,05).
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MIOTOXICIDADE

4.5.

Analise Histolégica Quantitativa

A figura 16 mostra seccdes transversais de 2 um de espessura de misculo
diafragma de camundongo. As preparacdes que foram mantidas em solucdo nutritiva
Tyrode durante 120 min com estimulacdo elétrica indireta, mostraram fibras musculares
de aspecto normal com manutencdo do formato poligonal e membrana plasmatica

integra.

As preparacdes que foram incubadas com 50 ug/ml de veneno de Bothrops
pauloensis apresentaram 8,7 + 3 % de fibras alteradas que ndo foi diferentemente
significativa do controle. Na concentracdo de 100 pg/ml o veneno causou 14,4 + 3 % de

fibras lesadas (Tabela 3).

A lesdao muscular produzida pela fosfolipase Bp-13 na concentracido de 20 pg/ml
apresentou 8,3 £ 4 % de fibras lesadas. Em preparacdes tratadas com 50 pg/ml de Bp-
13 foi observado 30,6 £ 5% e 36,7 = 11% de fibras lesadas, tanto nos experimentos
realizados em presenca quanto em auséncia do Ca”*, respectivamente. Vrios estigios
do processo mionecrdtico foram observados, destacando-se hipercontragdo das
miofibrilas, seguido de células edemaciadas e em alguns casos foram observados

vacuolos.
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Tratamento % Alteraciao
Controle Tyrode 1,8 +0,9
50 pg/ml de veneno total 8,7+3,5
100 pg/ml de veneno total 14,4 +£3,3%
20 pg/ml de Bp-13 (1,42 uM) 8,3+3,6
50 pg/ml de Bp-13 (3,56 pM) 30,6 £5,1%*
50 pg/ml de Bp-13 (3,56puM)’ 36,7 £ 10,7*

*nivel de significancia das concentragdes individuais em relacio ao controle.

+0 experimento foi realizado em Tyrode com a substitui¢do de Ca** pelo Sr**.

Tabela 3. Porcentagem de altera¢do morfoldgica
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Figura 16. Fotomicrografias de cortes transversais (2 um) de preparacdes NFD de
camundongo ap6s 120 min de estimulagdo elétrica indireta, as preparagcdes foram mantidas em
solucdo nutritiva Tyrode (A), ou tratadas com 50 pg/mL (B) e 100 ug/mL (C) de veneno total
de Bothrops pauloensis. Alteragcdes morfoldgicas, tais como, hipercontragdo de miofibrilas (D)

e fibras edemaciadas (e), foram evidenciadas nas preparagdes tratadas. Barra 50 pm.
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Figura 17. Fotomicrografias de cortes transversais (2 um) de preparacdoes NFD de
camundongo apds 120 min de estimulacdo elétrica indireta. As preparacdes foram mantidas
em solugdo nutritiva Tyrode e incubadas com a fosfolipase As; (A) Bp-13 20 pg/mL; (B) Bp-
13 50 pg/mL e (C), Bp-13 50 ug/mL mantida em solucio Tyrode substituindo-se o Ca** pelo
Sr*. Alteragdes morfolégicas, tais como, hipercontracio de miofibrilas (9), fibras
edemaciadas (e), vactolos (v) e células com lesdo tipo delta (d) foram evidenciadas nas

preparagdes tratadas. Barra 50 pm.

70



4.6.

Resultados

Determinacio dos niveis de CK plasmatico in vivo

A atividade miotdxica “in vivo” da Bp-13 foi determinada dosando-se a liberagcdo
de creatinoquinase (CK) no plasma de camundongos, injetados no mdusculo
gastrocnémio, com 20 e 50 pg da Bp-13. A figura 18 mostra o aumento na liberacdo de

creatinoquinase, quando comparada ao controle PBS.

Os niveis de CK foram significativamente aumentados, logo apds a injecdo da Bp-
13. Aos 30 min, a liberagdo de CK atingiu valores de 948 + 214 UL e 1276 + 229 UL
para 20 e 50 pg, respectivamente. Os niveis maximos correspondendo a 994 + 167 UL
e 1440 + 129 UL foram atingidos ap0ds 1 hora da inje¢@o intramuscular com 20 e 50 pg

da toxina, respectivamente.

Os niveis de CK liberados no plasma para os experimentos controle foram de 69 +

18 UL.
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Figura 18. Niveis plasmaticos da liberagdo de creatinoquinase (CK), observados em
camundongos inoculados com a Bp-13, ou com o veneno total injetado no musculo
gastrocnémio. Os resultados sdo expressos pela média dos experimentos + erro padrao (n=0).

(*) nivel de significancia das concentra¢des individuais em relagdo ao controle (p<0,05).
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4.7.

Resultados

Atividade Edematogénica

A fosfolipase Bp-13 foi capaz de induzir a formacgao de edema de pata em ratos 15
min apds a injecdo da toxina, em doses de 2,5; 5 e 10 pg/pata. A figura 19A mostra a
formacdo de edema induzido pela toxina, 0,45 + 0,07 mL (2,5 pg/pata); 0,47 £ 0,04 mL
(5 ng/pata) e 0,45 £ 0,06 mL (10 pg/pata); aumento de volume no controle foi de 0,20
+ 0,02. Na figura 19B foram calculados os valores da area sob a curva (ASC) sendo

0,33 (salina); 0,41 + 0,07 (2,5 pg/pata); 0,35 + 0,07 (5 ng/pata) e 0,57 + 0,1 1ug/pata).
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Figura 19. Representacdo grafica da acdo inflamatéria induzida pela Bp-13 em ratos. (A)
Curva da resposta inflamatoéria induzido pela Bp-13. (B) Célculo da é4rea sob a curva. Cada
ponto representa a média dos experimentos * erro padrdo (n=5). (¥*) nivel de significancia das

concentracdes individuais em relagio ao controle (p<0,05).
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Discussdio

O veneno de Bothrops pauloensis possui a¢do neurotdxica in vitro, provavelmente
devido a presenca de diferentes toxinas que agem em sitios pré-sindpticos (Borja-Oliveira et
al., 2003; Durigon et al.,2005); no sarcolema, aumentando os niveis plasmaticos da enzima
CK, alterando a morfologia das fibras musculares; e acdo edematogénica (Soares et al., 2000;
Rodrigues et al., 2004; Rodrigues et al., 2007 e Randazzo-Moura et al., 2008). Estes eventos
farmacoldgicos foram atribuidos a presenca de fosfolipases A, (BnpTX-I, BnpTX-II, NeuTX-
I, NeuTX-II e Bp-PLA2) e Lys-49 (BnSP-6, BnSP-7 e Bp-12), que foram isoladas utilizando-
se métodos cromatograficos, sem perda da atividade bioldgica, reproduzindo os efeitos
observados pelo veneno total. Os trabalhos citados demonstraram a importancia da separagdo
de fracOes puras para, a fim de se isolar componentes responséaveis pelos efeitos induzidos
pelo veneno total, para que se possa interpretar os resultados e estabelecer uma correlagdo

adequada entre a estrutura e a funcao dessas proteinas.

A Bp-13 foi obtida a partir do veneno de Bothrops pauloensis, que foi submetido a um
fracionamento em HPLC de fase reversa, apresentando 18 picos. A fracdo apresentou
atividade fosfolipdasica semelhante a do veneno total, com velocidade de reacdo de 2,17

nmol/min/mg para o veneno e de 2,43 nmol/min/mg para a Bp-13.

O efeito neuromuscular da Bp-13 avaliado em preparagdes de BC de pintainho, NFD e
EDL de camundongo apresentou diferencas em razao da sensibilidade das preparacdes na acao
da toxina. A acdo da Taipoxina, por exemplo, é mais potente em preparacdes NFD de
camundongo do que em preparacdes de BC de pintainho, que por sua vez, € mais sensivel a
acdo da B- bungarotoxina e crotoxina (Lee e Ho, 1982). Estas diferencas podem ser atribuidas
a diferencas na arquitetura muscular entre as espécies utilizadas, além das diferencas em
composicdo e tipo de musculo. A preparacio EDL é composta, principalmente, por fibras
brancas de contracdo rdpida e como conseqiiéncia € de elevada capacidade glicolitica
(Ellisman et al., 1976; Takekura et al., 1994). Por outro lado o diafragma € uma mistura fibras
de contracdo rdpida e lenta (60% fibras vermelhas, 20% brancas e 20 % intermedidrias) com
alta capacidade oxidativa (Padykula e Gauthier, 1970; Mc Ardle e Albuquerque, 1973). Além

disso, tem sido relatado que as fibras musculares de contracdo rdpida possuem maior
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Discussdio

quantidade de canais de Na* na junc@o neuromuscular (Ruff, 1992) e na regido extrajuncional

do sarcolema (Milton e Behforouz, 1995) do que as fibras de contracao lenta.

O veneno de Bothrops pauloensis demonstrou ser mais efetivo em induzir bloqueio
neuromuscular em preparagdes isoladas BC de pintainho, em concentracdes de 5 pg/mL
(Borja-Oliveira et al., 2003), uma vez que foram necessdrios 50 pg/mL para induzir o
bloqueio neuromuscular total em preparacdes NFD de camundongo (Durigon et al., 2003). Da
mesma forma, a Bp-13 nao foi capaz de induzir bloqueio neuromuscular total em preparacdes
BC de pintainho. O bloqueio da resposta contrétil foi observado com a concentracdo de 50
pg/mL em preparacdes NFD de camundongo, ndo sendo possivel, portanto, as observagoes

dos efeitos da toxina na preparagdo BC de pintainho.

Em preparacdes BC de pintainho, a Bp-13 em elevadas concentracdes induziu bloqueio
parcial das contracdes musculares, porém ndo afetou as contraturas evocadas pela adicdo de
KCl, sugerindo que a toxina ndo teve efeito nenhum sobre o sarcolema; no entanto a
contratura em resposta a ACh exdgena foi reduzida significativamente por altas concentracoes
da Bp-13, esta observagdo pode sugerir uma acdo preferencial na regido subsinéptica. Esses
dados corroboram a observacdo de que, em preparacdes curarizadas NFD de camundongo, o
grau de despolarizacdo causado pela Bp-13 foi menor que na auséncia de d-Tc. Soares et al.
(2000) observou o bloqueio neuromuscular e das contraturas evocada pela adicdo de ACh e
KCl, sugerindo que o efeito da BnSP-7 esteja relacionado com os receptores colinérgicos € a

acdo miotdxica respectivamente.

Em preparacdes NFD de camundongo, a Bp-13 induziu bloqueio neuromuscular
irreversivel, dependente de temperatura e de Ca**, indicando uma correlacio entre a atividade
catalitica e o efeito biologico Observacdes semelhantes foram relatadas por Durigon et al.
(2003), observando que as respostas a contratura de KCI e ACh mantiveram-se inalteradas
quando a temperatura foi mantida entre 20 e 24 °C. A substituicio do Ca®* pelo Sr** na
solucdo Tyrode demonstrou também impedir o bloqueio neuromuscular, sugerindo que o
efeito bloqueador do veneno de Bothrops pauloensis poderia estar relacionado a um

componente com atividade enzimética dependente da temperatura.
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Estudos com outros venenos demonstraram a participacdo da atividade catalitica no
bloqueio da transmissdo neuromuscular, mediante observacdes feitas com mudanga de
temperatura, substituicio do Ca®* pelo Sr** e inibicdo da atividade fosfolipdsica. Rodrigues-
Simioni et al. (2004) observaram que em baixa temperatura (24 °C) o bloqueio neuromuscular
induzido por 20 ug/mL de veneno de Bothrops neuwiedi foi impedido em preparacdo BC de
pintainho. Cogo et al. (1998) observaram que a substitui¢do do Ca®* pelo Sr** reduziu o efeito
farmacolégico da F-IV de Bothrops insularis. Além disso, Rodrigues et al. (2004)
demonstraram que a modificacdo induzida com BPB ou EDTA na toxina BnpTX-I do veneno
de Bothrops pauloensis inibiu a atividade fosfolipdsica, ao mesmo tempo que preveniu a
atividade neuromuscular da toxina, reduzindo-a a 10 %. Estes achados sugerem uma

correlacdo positiva entre a atividade enzimadtica e o efeito farmacoldgico estudado.

Na atividade catalitica das fosfolipases A, de baixo peso molecular estdo envolvidos
residuos que participam da alca de ligacdo para ions Ca** (Tyr/28, Gly/30, Gly/32 e Asp/49),
onde o Ca** tem dupla funcdo: (1) fixar o grupamento do fosfolipidio e (2) estabilizar a carga
negativa do oxigénio do grupo carbonil da ligacdo éster da posi¢do do substrato (Yang, 1994).
A auséncia de Ca™* ou a alterag@o no arranjo estrutural na molécula da toxina, portanto, podem

interferir nos efeitos farmacoldgicos exibidos por estas fosfolipases A,.

A avaliacdo do efeito da Bp-13 sobre a resposta contrétil ao estimulo elétrico direto em
NFD de camundongo previamente curarizado, evidenciou o efeito miotdxico da toxina,
inibindo a resposta contritil. A despolarizacdo persistente da fibra muscular observada
mediante o estudo eletrofisiologico poderia explicar o efeito pds-sindptico da toxina. Gallacci
et al. (2006) sugeriram que a despolarizacio da célula muscular é conseqgiiéncia da
desestabilizacdo da membrana da fibra muscular, podendo conduzir a paralisia do musculo.

Rodrigues-Simioni et al. (1983) descreveu o efeito despolarizante do pool IV do veneno de
Bothrops jararacussu, atribuindo este fendmeno a alteracdo no gradiente Na* e K'. A
despolarizacdo da membrana plasmdtica ndo € observada em toxinas que atuam pré-

sinapticamente como observado por Borja-Oliveira et al. (2007).
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O estudo miotéxico in vitro e in vivo, confirmou a a¢do miotdxica, caracteristica de
fosfolipases A, presentes nos venenos de serpentes botrOpicas, e que podem ser as
responsaveis pela mionecrose observada no envenenamento produzido por serpentes incluidas
neste género (Soares et al., 2000; Rodrigues et al., 2004; Rodrigues et al., 2007 e Randazzo-
Moura, 2008).

O termo “miotoxina” implica acdo direta e especifica da toxina no musculo
esquelético, diferenciando-se de outros componentes toxicos presentes no veneno ofidico, tal
como hemorraginas, que podem destruir o musculo esquelético indiretamente através de sua
acdo em outros tecidos. Uma verdadeira miotoxina ndo afeta o terminal nervoso, células

satélites, microvasculatura ou tecido conetivo (Fletcher et al., 1997).

Do ponto de vista morfoldgico, a mionecrose induzida por fosfolipases A, acontece
precocemente aos 5 min apds a injecdo da toxina (Johnson e Ownby, 1993) e é caracterizada
pela presenca de miofilamentos agrupados alternados com dreas claras de citoplasma. Apds 1-
3 horas sdo evidenciadas células no processo degenerativo, edema intersticial e infiltrado

leucocitario (Mebs e Ownby, 1990)

As alteracdes morfoldgicas foram observadas, tanto em preparagdes NFD incubadas na
presenca de Ca**, quanto aquelas incubadas na auséncia, sugerindo que a atividade catalitica
ndo deve estar envolvida neste evento farmacoldgico. Possivelmente a lesdo celular seja
conseqiiéncia de interagdes da membrana plasmética com sitios da fosfolipase carregados

positivamente (Lys, His e Arg) como reportado por Gutiérrez e Lomonte (1995).

Gutierrez et al. (1986, 1989) sugeriram que as miotoxinas agem na membrana

sarcoplasmatica, induzindo uma desorganizacdo dos fosfolipidios, formando poros, que
DR , 2 ’ 2+ Z .

permitiriam a saida de macromoléculas, ions como o Ca™, moléculas intracelulares como

creatina e creatinoquinase.

A creatinoquinase (CK) é um marcador intracelular, liberado em resposta a lesdo

muscular, que € utilizado para determinar miotoxicidade in vivo ou in vitro. A fosfolipase A,
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Bp-13 apresentou um aumento significativo dos niveis de CK plasmatico, atingindo valores

maximos em 1 hora apds a inje¢ao da toxina.

A formacdo de edema € também uma caracteristica tipica do envenenamento por
serpentes das familias Viperidae e Crotalidae (Rosenfeld, 1971). A inflamagdo € uma resposta
protetora a qual possui um conjunto de estdgios para recuperacdo e reconstitui¢do da funcao
normal do tecido lesado. A reagdo inflamatéria ¢ mediada endogenamente por substincias
ativas chamadas de mediadores quimicos da inflamagdo. Entre eles estdo eicosandides,
citocinas, quimiocinas, histamina e serotonina (Teixeira et al., 2003). O edema de pata
induzido em ratos em uma dose de 10 pg/pata atingiu o pico maximo apds 15 min da injecdo
da Bp-13. O veneno de Bothrops pauloensis (25 ng/50uL) foi capaz de produzir a formacgao
de edema (70%) apods 1 hora da injecdo da toxina (Rodrigues et al., 2007).

Finalmente, Kini et al. (2003) propuseram que as fosfolipases A, induzem vdrios
efeitos farmacolégicos por mecanismos dependentes ou independentes da atividade
enzimadtica. Assim, a ac¢do das fosfolipases poderia ser determinada pela presenca de um sitio
especifico (proteina/glicoproteina) presente na célula-alvo e por uma regido especifica
complementar presente na molécula da fosfolipase (ou sitio farmacolégico), o qual
apresentaria afinidade pela molécula alvo. A ligacado fisica das fosfolipases com a molécula
alvo e, em alguns casos, associada a atividade hidrolitica sobre fosfolipidios de membrana,

levaria aos efeitos farmacoldgicos de toxinas com preponderante atividade miotoxica.

Estes resultados em conjunto nos permitem sugerir que a atividade catalitica poderia
contribuir para o efeito neuromuscular, embora a acdo miotéxica ndo seja afetada pela
auséncia de Ca®™, indicando que estas atividades poderiam estar dissociadas ou, ainda, que
diferentes e distintas regides da molécula sejam as responsaveis pelos efeitos farmacoldgicos

exibidos pelas fosfolipases.
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Conclusdo

Os diferentes estudos realizados neste trabalho nos permitiram concluir que a fosfolipase A,

Bp-13:

. . . . 2
1. Induziu bloqueio neuromuscular irreversivel e dependente da temperatura e de Ca™,

sugerindo que a atividade catalitica pode estar envolvida neste evento farmacoldgico.

2. Produziu despolarizagdo do sarcolema e em preparagdes previamente curarizadas o
efeito despolarizante foi parcialmente inibido, sugerindo uma acdo preferencial na
regido subsinaptica.

3. Induziu mionecrose in vitro e miotoxicidade local in vivo efeitos caracteristicos das

miotoxinas botrdpicas.

R 2 2 . e ey . C . . . . .
4. A substitui¢do do Ca™" pelo Sr™* ndo inibiu o efeito miotéxico in vitro, mas impediu o

bloqueio neuromuscular.

Portanto, estes resultados permitem sugerir que o efeito neuromuscular depende da
atividade catalitica, mas o efeito miotoxico € independente da atividade enzimdtica
indicando que diferentes sitios da molécula poderiam estar envolvidos nos eventos

farmacologicos.
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 1266-1, sobre "Purificacao e caracterizacao
bioguimica e farmacolégica de uma nova PLA; neurotdxica isolada do

veneno total de Bothrops pauloensis: avaliacao, estrutura e funcado", sob a

responsabilidade de Profa. Dra. Léa Rodrigues Simioni / Georgina Sucasaca

Monzén, estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA), tendo sido
aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentagdo Animal — CEEA/Unicamp
em reunido de 25 de junho de 2007.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n°® 1266-1, entitled "Purification and biochemical

and pharmacologycal characterization of a novel PLA; neurotoxic isolated

from whole venom Bothrops pauloensis: evaluation, structure and function”,
is in 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 June 25, 2007.

Campinas, 25 de junho de 2007.
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Apéndice 1. Perfil cromatografico obtido pelo fracionamento do veneno total da Bothrops pauloensis em uma

coluna p-Bondapack C 18 em um sistema de HPLC de fase. Bp-13 foi eluida no tempo de retencdo de 38,2+0,2

min e em uma concentracio de 61.4+0,3% de tampao B. Inserida a eletroforese em gel de poliacrilamida.
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Apéndice 2. Determinacdo da massa molecular da Bp-13 da Bothrops pauloensis mediante espectrometria de

massa, utilizando-se o software Voyager DE PRO Maldi-tof mass spectrometry.
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Aminoacido N.°de AA
Asp 9
Glu 5
Ser 4
Gly 13
His 2
Arg 5
Thr 7
Ala 6
Pro 11
Tyr 14
Val 4
Met 0
Cys 14
Ile 3
Leu 11
Phe 3
Lys 12

Total 123

Apéndice 3. Composi¢do de Aminoacidos da Bp-13.

97



