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RESUMO

Os efeitos neuromusculares do veneno de Bothrops neuwiedi pauloensis
foram estudados através de preparagdes biventer cervicis de pintainho e nervo
frénico-diafragma de camundongo.

Em preparagdo de ave, o veneno produziu bloqueio irreversivel e
dependente da concentracdo das contracbes musculares em resposta a
estimulagao elétrica indireta. Com 1-20 ug de veneno/ml, as respostas ao KCI
(13,4 mM) foram parcialmente ou completamente inibidas, enquanto que as
respostas a ACh (110 uM) nao foram afetadas. Com 50 pg/ml, as respostas a
ACh, ao KCI e a estimulagao direta foram inibidas. O veneno induziu também
contraturas dependentes da concentragao a partir de 10 pg/ml. A 20-24°C, o
veneno (50 ug/ml) produziu somente um bloqueio parcial (30,7 + 8,0%, média +
SEM; p < 0,05; n = 3) apdés 120 min sem afetar as respostas a ACh e ao KCl.

Em preparagdao de camundongo, 50 pg de veneno/ml causaram bloqueio
total das respostas a estimulacdo indireta e direta, e, quando o Ca®* (1,8 mM) da
solugao nutritiva foi substituido pelo Sr** (4.0 mM), somente um bloqueio parcial
da resposta a estimulagao indireta foi obtido (40.3 + 7.8%; p < 0,05; n = 3) apods
120 min de incubagao.

Estes resultados indicam que o veneno de B. n. pauloensis € neurotoxico,
atua preferencialmente em sitios pré-sinapticos, e que sua atividade farmacoldgica
esta relacionada a sua atividade enzimatica.

O veneno foi fracionado por HPLC de exclusdo molecular e sua atividade
neuromuscular foi recuperada no primeiro, segundo e terceiro picos (pico 1, pico 2

e pico 3, respectivamente) do perfil cromatografico. Em preparacéo de pintainho,
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RESUMO

somente o pico 3 (10 ug/ml; n = 4) causou bloqueio total das contragoes
musculares indiretamente evocadas sem inibir as respostas a ACh (110 uM) e ao
KCI (13,4 mM). O pico 2 (10 pg/ml; n = 4) também causou bloqueio total das
contragdes, ndo interferiu na resposta a ACh, porém aboliu a resposta ao KCI. Os
picos 2 e 3 apresentaram atividade PLA; e o seu efeito bloqueador neuromuscular
mostrou-se dependente da temperatura.

Os picos 2 e 3 foram fracionados por HPLC de fase reversa. Somente o
segundo (pico b) e o terceiro (pico c) do perfil de eluigao do pico 3, denominados
neuwieditoxina-ll (NeuTX-ll) e neuwieditoxina-l (NeuTX-l), respectivamente,
reproduziram a atividade neuromuscular do veneno total. Antes e apds o ditiotreitol
(DTT), ambas as toxinas apresentaram 30 kDa e 15 kDa, respectivamente. A
NeuTX-l e a NeuTX-ll apresentaram, respectivamente, as seguintes sequéncias
amino-terminais: DLVQFGQMILKVAGRSLPKSYGAYGCYCGWGGRGK... e
SLFEFAKMILEETKRLPFPYYGAYGCYCGWGGQGQPKDAT...

O fato de a NeuTX-I possuir GIn-4, Phe-5 e Tyr-28, e a NeuTX-Il possuir
Phe-5 e Tyr-28, residuos de aminoacidos conservados em todas as toxinas PLA,
Asp-49 purificadas até hoje e, também, a sua alta identidade sequencial com
essas toxinas PLA, Asp-49, sugerem fortemente que as NeuTXs-I e Il sdo também
PLA, Asp-49. Além disso, as NeuTXs-l e |l parecem ser os principais
componentes responsaveis pela agéo neurotdxica pré-sinaptica do veneno de B.
n. pauloensis e sugere-se que seus efeitos farmacolégicos dependem de atividade

PLA:.
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ABSTRACT

Snakes of the genus Bothrops are the most important cause of snakebites in
Brazil. The main complications in lethal cases are acute renal failure, shock, acute
respiratory failure and sepsis. The neuromuscular effects of Bothrops neuwiedi
pauloensis (jararaca-pintada) venom were studied in chick biventer cervicis and
mouse phrenic nerve-diaphragm preparations.

In chick preparations, venom concentrations of 5-50 pg/ml produced an
initial inhibition and a secondary augmentation of the twitches evoked indirectly
followed by a progressive concentration-dependent and irreversible neuromuscular
blockade. At venom concentrations of 1-20 pug/ml, the responses to KCI (13.4 mM)
were partially or completely inhibited whereas those to acetylcholine (110 pM) were
unaffected. At venom concentrations higher than 50 pg/ml, there was pronounced
muscle contracture with inhibition of the responses to acetylcholine, KCI and direct
stimulation. At 20-24°C, the venom (50 pg/ml) produced only partial neuromuscular
blockade (30.7 + 8.0% blockade, mean + SEM; p < 0.05; n = 3) after 120 min and
the initial inhibition and the secondary augmentation of the twitch responses
caused by the venom were prolonged and pronounced and the response to KCI
was unaltered.

In mouse preparation, At 20 pg/mil, the venom irreversibly inhibited (60 +
10% inhibition, mean + SEM; p < 0.05; n = 6) indirectly evoked twitches. At 50
ng/ml, the venom blocked the indirectly (n = 5) and directly (n = 6) evoked twitches
in mouse hemidiaphragms. In the absence of Ca®, at 50 pg/ml, only partial
blockade (40.3 + 7.8% inhibition; p < 0.05; n = 3) was observed after a 120 min

incubation.
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ABSTRACT

These results indicated that B. n. pauloensis venom was neurotoxic, acting
primarily at presynaptic sites, and that enzymatic activity could be involved in that
pharmacological action.

The venom was fractionated by HPLC molecular exclusion (Protein Pack
300SW column). The neuromuscular activity of the venom was recovered in the
first, second and third peaks (peak 1, peak 2 and peak 3, respectively) of the
elution profile. Only the peak 3 was able to induce complete blockade (10 ug/ml; n
= 3) without inhibiting the responses to acetylcholine (110 uM) and KCI (13.4 mM).
Peak 2 and peak 3 had PLA; activity and their neuromuscular blocking effect was
temperature-dependent. Peak 1 and peak 2 blocked KCl-induced contractures.
Peak 2 and peak 3 were fractionated by reverse phase HPLC (C-18 p-Bondapak
column). Only the second (peak b) and third (peak c) peaks from elution profile of
peak 2, namely neuwieditoxin-ll (NeuTX-ll) and neuwieditoxin-l (NeuTX-l),
respectively, reproduced the neuromuscular blocking action of venom. Tricine
SDS-PAGE in the absence or presence of dithiothreitol (DTT) showed that both
toxins had a molecular mass of 30 kDa and 15 kDa, respectively. The N-terminal
sequence DLVQFGQMILKVAGRSLPKSYGAYGCYCGWGGRGK... of NeuTX-l
showed 66% homology to the Asp49 PLA, myotoxin bothropstoxin-Il, from B.

jaracussu venom, and 54% homology with the presynaptic PLA, caudoxin, from

Bitis caudalis venom, and taipoxin (a-subunit), from Oxyuranus scuteliatus
scutellatus venom. The N-terminal sequence
SLFEFAKMILEETKRLPFPYYGAYGCYCGWGGQGQPKDAT... of NeuTX-Il

showed 92% homology to the Asp49 PLA, myotoxin Basp-lll, from B. asper
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ABSTRACT

venom, and 61% homology with the presynaptic PLA, crotoxin (basic subunit),
from Crotalus durissus terrificus venom, trimucrotoxin, from Trimeresusus
mucrosquamatus venom, and ammodytoxin, from Vipera ammodytes ammodytes
venom.

The fact that NeuTX-l have Gin-4, Phe-5 and Tyr-28, and NeuTX-ll have
Phe-5 and Tyr-28, amino acid residues conserved in all Asp49 PLA, variants
purified so far, and that its amino acid sequences was similar to Asp49 PLA,
strongly suggests that NeuTXs-I and Il are Asp49 PLA,. In addition, NeuTXs-I| and
Il may be the main components responsible for the neuromuscular blocking action
of B. n. pauloensis venom and their pharmacological effects may depend on
phospholipase A; activity. Based on our findings, the new toxins, NeuTXs-I e I,
appear to belong to two class of PLA; toxins: (1) group Il, which include those
isolated from viperinae and crotalinae snake venoms; (2) B-neurotoxins group,

which include presynaptic neurotoxic PLA, which have enzymatic activity.
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1.1. As serpentes venenosas brasileiras

Sao encontradas no Brasil aproximadamente duzentos e cinqienta
espécies de serpentes distribuidas em nove familias, das quais somente duas
englobam os quatro géneros peconhentos:

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

(b) familia Viperidae, subfamilia Crotalinae, que inclui os géneros pegonhentos
Bothrops, as jararacas, Crotalus, as cascavéis, e Lachesis, as surucucus
(MINISTERIO DA SAUDE, 2001).

Em pesquisa recente realizada pelo Ministério da Satde (MINISTERIO DA
SAUDE, 2001), dentre os casos em que o género da serpente foi informado, as
serpentes do género Bothrops foram responsaveis por 90,5% dos casos de

acidente ofidico.

1.2. O veneno botrépico

Pela alta incidéncia do acidente por Bothrops, este género, cujas serpentes
sao encontradas em todo o territério nacional, destaca-se entre os quatro citados.
O veneno botropico possui trés atividades fisiopatologicas principais: proteolitica,
coagulante e hemorragica. A atividade proteolitica do veneno botrépico é induzida
por certas substancias presentes nesse veneno, como proteases, fosfolipases A

e hialuronidases, que causam lesao tecidual direta e conduzem a liberagao de
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mediadores da resposta inflamatéria, como histamina e bradicinina, que
aumentam a permeabilidade vascular e levam a formacdo de edema pelo
extravasamento do conteido plasmatico. E, de forma indireta, as acodes
coagulante e hemorragica do veneno botrépico contribuem para a evolugéo do
processo inflamatdrio, pois, enquanto a formagao de trombos na microcirculagao
provoca hipoxia e conseqiiente necrose tecidual, as hemorraginas presentes no
veneno lesam o endotélio vascular, contribuindo para o extravasamento de
liquidos no local da picada. As hemorraginas causam, inclusive, hemorragia a
distancia. Os responsaveis pela agao coagulante do veneno sao componentes que
atuam sobre os fatores de coagulacdo, ativando o fator X e a protrombina,
estimulando assim a formagao de trombina e, conseqilentemente, a formagao de
fibrina, ou atuando diretamente sobre o fibrinogénio. O consumo de fibrinogénio
promovido pelo veneno provoca ainda um estado de incoagubilidade sangiinea
que intensifica as manifestagbes hemorragicas produzidas pelas hemorraginas
(SCHVARTSMAN, 1992; MINISTERIO DA SAUDE, 2001)

Insuficiéncia renal aguda, choque, septicemia e insuficiéncia respiratoria
tém sido apontadas como as principais causas de morte nesses acidentes
(AMARAL et al., 1986; RIBEIRO et al., 1998; MINISTERIO DA SAUDE, 2001).
Entre os quatro géneros pegonhentos encontrados no Brasil, somente Crofalus e
Micrurus sao conhecidos por interferir clinicamente na transmissao neuromuscular,
produzindo paralisia da musculatura periférica. No caso dos acidentes por
Micrurus, que sao considerados sempre graves pelo alto risco de insuficiéncia
respiratoria, o tratamento baseia-se, entre outras medidas (como soroterapia e

administragdo de anticolinesterasicos), em assisténcia ventilatéria adequada
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(VITAL BRAZIL and VIEIRA, 1996; PINHO e PEREIRA, 2001). Como os venenos
botrépicos nao produzem sinais aparentes de neurotoxicidade apos o
envenenamento, a insuficiéncia respiratéria observada em alguns casos foi
atribuida a edema pulmonar agudo (RIBEIRO et al., 1998). Entretanto, estudos
tém demonstrado que a pegonha de Bothrops pode apresentar efeitos especificos
sobre preparagées neuromusculares isoladas, induzindo bloqueio da resposta
muscular evocada, ou ainda produzir sinais de neurotoxicidade em pintainhos in

vivo, como sera demonstrado a seguir.

1.2.1. Bothropstoxina — Ac¢ao especifica sobre o misculo esquelético

Estes efeitos passaram a ser descritos a partir do estudo do veneno de
Bothrops jararacussu em preparagdoes 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
acdo composto do nervo e do musculo. Apés o fracionamento do veneno, estas
atividades foram reproduzidas por uma subfracdo, denominada Pool IV, composta
de dois polipeptidios com um peso molecular de aproximadamente 14.000 cada,
que continha 30% do conteGdo protéico do veneno total. A fracdo ativa
apresentava baixos niveis de atividade fosfolipasica, era desprovida de atividade
proteolitica e induzia um rapido e pronunciado efeito despolarizante. Este tltimo
foi considerado o responsavel pelo bloqueio do potencial de agdo composto.
Estudos morfolégicos demonstraram que, apés a incubagao com Pool IV, algumas

fibras musculares esqueléticas apresentavam-se intensamente lesadas, enquanto
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o terminal nervoso permanecia intacto. Mais tarde, o Pool IV foi purificado
(HOMSI-BRANDEBURGO et al., 1988) e caracterizado como uma miotoxina, a
bothropstoxina-I (BthTX-l), uma fosfolipase A; (PLA) homologa, o componente
responsavel pela atividade miotoxica do veneno bruto.

Miotoxinas sdo componentes de venenos que atuam especificamente sobre
0 musculo esquelético, preservando outras estruturas, como o tecido conjuntivo e
o nervo (MEBS e OWNBY, 1990). Embora todas as miotoxinas dos venenos de
Bothrops possuam estrutura de PLA,, algumas delas nio apresentam atividade
catalitica devido a substituicdes de aminoacidos no local de ligagcao do caicio,
especialmente do Asp-49 pela Lys-49 (GUTIERREZ e LOMONTE, 1997). Essas

PLA; miotoxicas sao discutidas em detalhes no item 1.3.

1.2.2. Bothrops insularis — Agao pré-sinaptica

COGO et al. (1993), relataram os efeitos do veneno de B. insularis em
pintainhos in vivo e sobre preparagbes isoladas de camundongo e pintainho.
Poucos minutos apés uma dose letal de veneno (i.m.), os pintainhos apresentaram
paralisia flacida, seguida por flacidez do pescogo (head-drop), perda do ténus
muscular, dispnéia, apnéia, convulsées e morte. Os autores sugeriram que este
veneno atuasse tanto na membrana muscular como em sitio pré-sinaptico. Esta
sugestao partiu do fato de que o veneno produzia despolarizagdo da membrana
pos-juncional em diafragma de camundongo, assim como aumento da frequéncia
de potenciais de placa terminal em miniatura (MEEPS), antes do bloqueio das

contrag6es musculares evocadas direta e indiretamente. Ap6s seu fracionamento,
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(COGO et al.,, 1998), os efeitos pré-sinaticos do veneno, como aumento da
frequéncia de potenciais de placa terminal em miniatura (PPTM) e facilitagao da
amplitude da contragao anterior ao bloqueio, foram reproduzidos por uma PLA;
parcialmente isolada, denominada F-IV. Essa fragdo com atividade PLA; induzia
bloqueio da preparagdo neuromuscular de ave, sem afetar a contratura em
resposta ao potassio ou a ACh. Os autores compararam o efeito da PLA; F-IV
com o das neurotoxinas PLA, crotoxina, isolada do veneno de Crofalus durissus
terrificus (BREITHAUPT, 1976), notexina, isolada do veneno de Notechis scutatus
scutatus (KARLSSON et al., 1972), e caudoxina, isolada do veneno de Bitis
caudalis (LEE et al., 1982), também chamadas B-neurotoxinas, caracterizadas por
sua atividade PLA;, que, assim como F-IV, apresentaram uma relagao direta entre
a atividade enzimatica e os efeitos farmacologicos.

De acordo com seu modo de acdo, as neurotoxinas podem ser divididas em
dois grupos: (a) neurotoxinas que agem em nivel pés-sinaptico por prevenir a
ligagdo da ACh com seu receptor, ja designadas a-neurotoxinas (CHANGEUX et
al., 1970); (b) neurotoxinas que atuam em nivel pré-sinaptico, interferindo na
liberacdo do neurotransmissor. Dois tipos de neurotoxinas pré-sinapticas foram
reconhecidas: as neurotoxinas facilitadoras da neurotransmissdo, que sao
destituidas de atividade enzimatica e que bloqueiam o canal de potassio voltagem-
dependente (ex: dendrotoxinas, HARVEY et al, 1984) ou inibem a
acetilcolinesterase (ex: fasciculinas, RODRIGUEZ-ITHURRALDE et al., 1973), e
as p-neurotoxinas, que se caracterizam por sua atividade PLA;. As B-neurotoxinas

sdo descritas no item 1.3.1.
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As a-neurotoxinas ligam-se especificamente aos receptores nicotinicos da
placa motora, impedindo, portanto, a transmissdo do impulso nervoso. Essas
toxinas formam uma extensa familia de proteinas homologas que podem ser
divididas em dois subgrupos chamados o-neurotoxinas de cadeia curta e de
cadeia longa. As a-neurotoxinas de cadeia curta contém 60-62 residuos de
aminoacidos com quatro pontes dissulfeto, enquanto as a-neurotoxinas de cadeia
longa contém 66-74 residuos de aminoacidos com cinco pontes dissulfeto
(TAMIYA et al., 1999).

Entretanto, ha excegées, assim como para todas as regras. Duas a-
neurotoxinas isoladas do veneno da serpente marinha Laticauda colubrina (Lc e
Lb) possuem 69 aminoacidos e somente quatro pontes dissulfeto. Ha ainda uma
outra o-neurotoxina isolada de outra espécie de serpente marinha Laticauda
semifasciata, a toxina LSIII, que contém 66 aminacidos e quatro pontes dissulfeto
(ENDO e TAMIYA, 1999).

Tanto as o-neurotoxinas de cadeia curta como as de cadeia longa sdo
estruturalmente homélogas, pois elas tém em comum um numero invariavel de
aminoacidos em sua seqiiéncia que sdo importantes para a conservagdo e
conformagdo molecular. A presenca e a localizagdo constante das pontes
dissulfeto contribuem consideravelmente para a estabilidade da molécula; a
atividade letal da toxina & perdida quando ocorre a quebra dessas pontes (MEBS,
1989) (Figura 1.1).

Comumente encontradas em proteinas extracelulares, as pontes dissulfeto

sao ligagcdes covalentes formadas entre dois residuos de cisteina, através de uma
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reacao de oxidagao, que estabilizam os dobramentos de uma cadeia polipeptidica.
Estudos sobre a estrutura tridimensional destas toxinas demonstraram que as
quatro pontes dissulfeto estao localizadas no centro da molécula como um “n6”, do
qual emergem trés anéis: um longo anel central e dois anéis mais curtos (Figura
1.1). No caso das a-neurotoxinas de cadeia longa, a quinta ponte dissulfeto &

encontrada perto da extremidade do anel mais longo (MEBS, 1989).
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Figura 1.1. Sequéncia de aminoacidos (A) da erabutoxina b, uma neurotoxina pos-
sinaptica isolada do veneno da serpente marinha Laticauda semisfaciata. A cadeia
polipeptidica consiste de 62 aminoacidos e é estabilizada por quatro pontes dissulfeto. A
estrutura tridimensional da molécula da toxina (B) apresenta trés anéis emergindo de um
nucleo central. SupSe-se que o anel mais longo carrega o centro ativo que interage com o
receptor da ACh. Fonte: MEBS, 1989.
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1.3. Fosfolipases A, (PLA)

Os venenos ofidicos sao constituidos por diversas substancias, cuja fungao
& imobilizar, matar e digerir a presa. Alguns desses constituintes apresenta
atividade PLA,. As fosfolipases sdo enzimas que hidrolisam glicerofosfolipidios.
Estas enzimas sdo separadas em varias classes, denominadas A4, A, B, C e D,
de acordo com o seu sitio de hidrolise, como ilustra a Figura 1.2. As PLA;
hidrolisam fosfolipidios na posigdo sn-2 do esqueleto do glicerol, liberando
lisofosfolipidios e acidos graxos (Figura 1.3) (KINI, 1997).

As PLA, extracelulares possuem baixo peso molecular (13000-15000),
ocorrem abundantemente na natureza e requerem Ca®* para manifestar sua
atividade enzimatica. O suco pancreatico dos mamiferos e os venenos de
serpentes estdo entre as fontes mais ricas em PLA; extracelulares. Ao contrario
das PLA, pancreaticas, as PLA; de venenos podem produzir potentes efeitos
farmacologicos (Tabela 1.1). Ao comparar as seqiiéncias de aminoacidos desses
dois tipos de PLA;, observa-se que sdo poucas as substituicdes de residuos de
aminoacidos que convertem PLA; pancreaticas, desprovidas de toxicidade, em
PLA, de venenos ofidicos altamente toxicas, com especificidade para atuar em

diferentes tecidos (SCOTT, 1997; CARREDANO et al., 1998).
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Fosfolipase B----------- Fosfolipase A,

-
-

Fosfolipase A,

O
Il
HCH-O-C-R;
1t
R; —C-0—CH
Fosfolipase D
i

Ri e R2 = Cadeias de hidrocarbonetos HCH-O-P-0-X
dos acidos graxos 6_

X = Grupamento polar, tal como:

CH,CH;N (CH;); na fosfatidilcolina

CH:CH:NH: na fosfatidietanolamina

CH,CH (COOH)NH, na fosfatidilserina Fosfolipase C

Figura 1.2. Sitios de agdo das fosfolipases. As fosfolipases sio enzimas que
hidrolisam fosfoglicerolipidios, tais como fosfatidilcolina (lecitina), fosfatidiletanolamina
(cefalina), fosfatidilserina e fosfatidilinositol. A figura mostra os sitios de acdo das
diferentes classes de fosfolipases sobre o glicerofosfolipidio. Note que as fosfolipases A,
atuam na posicédo sn-2 do esqueleto do glicerol. Fonte: KINI, 1997.

O O
i i
HCH-O—-C-R;4 HCH-O-C-R;
g Fosfolipase A, 8
R; C-0—CH B HO—CH + R;—C-OH
+ H0
il It
HCH-O-P-0-X HCH—?-F—D—X
]
o (o}
Fosfolipidio Lisofosfolipidio Acido graxo

Figura 1.3. Reagéo catalisada pela fosfolipase A, (PLA,). Fonte: KINI, 1997.

36



INTRODUCAO

Tabela 1.1. Efeitos farmacolégicos das PLA; isoladas de venenos de serpentes.

Neurotoxicidade
Pré-sinaptica
Poés-sinaptica
Miotoxicidade
Local
Sistémica
Cardiotoxicidade
Efeito anticoagulante
Efeito iniciador de agregacao plaquetaria
Efeito inibidor de agregacgao plaquetaria
Atividade hemolitica
Hemorragia interna
Atividade anti-hemorragica
Atividade convulsionante
Atividade hipotensiva
Atividade edematogénica
Lesao de 6rgaos e tecidos

Fonte: KINI, 1997

Embora seus efeitos farmacologicos sejam diferentes, as diversas PLA; de
venenos ofidicos apresentam alta homologia (cerca de 40% a 90%) entre suas
seqiiéncias de aminoacidos. Por essa razédo, nao € facil correlacionar as
atividades farmacologicas de cada PLA; com suas diferengas estruturais. Assim, o
estudo das relagbes entre a estrutura e a fungdo desse grupo de proteinas &
complexo e desafiante (KINI, 1997).

De acordo com a sua estrutura primaria, as PLA; de baixo peso molecular
(extracelulares/secretérias) podem ser divididas em quatro grupos (Figura 1.4).
Pertencem ao Grupo | as PLA; isoladas de venenos de serpentes das familias
Elapidae e Hydrophidae (serpentes marinhas dos oceanos Pacifico e indico), e
também as isoladas de pancreas de mamiferos. As PLA; pertencentes ao Grupo lI

sdo as isoladas de venenos de serpentes da familia Viperinae, bem como as
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encontradas em células humanas, como as plaquetas. O Grupo Il engloba as
PLA; isoladas de venenos de abelhas e o Grupo IV, o mais recente, inclui a
conodipine-M, isolada do veneno de uma lesma marinha, Conus magus
(MCINTOSH et al., 1995; KINI, 1997).

O Grupo Il, que inclui as serpentes da familia Viperinae, a qual pertence as
serpentes do género Bothrops, € o de maior interesse para este trabalho. As
serpentes da familia Viperinae, bem como as integrantes de outras familias, estao

descritas na Tabela 1.2.

Fosfolipases A; (PLAZ)

De alto peso molecular
(intracelulares)

4

De baixo peso molecular
(extracelulares/secretorias)

| 1
Ca”*-dependentes  Ca”*-independentes

Grupo | Grupo I Grupo llI Grupo IV
| I 1 ! I
Grupo |1A Grupo IB Grupo IIA Grupo 1IB
Elapidae/ Pancreaticas Asp-49 Lys49
Hydrophydae

Figura 1.4 — Classificagao das PLA,. As PLA, podem ser divididas em dois grandes
grupos: as intracelulares, que possuem alto peso molecular, e as extracelulares ou
secretérias, que apresentam baixo peso molecular. As intracelulares podem ser
subdivididas, do ponto de vista catalitico, em dois subgrupos: as dependentes e as
independentes de Ca*'. As PLA, de baixo peso molecular sao divididas em quatro grupos,
entre os quais, o grupo Il, que inclui as PLA; isoladas de venenos de serpentes da familia
Viperinae, é o de maior interesse para este trabalho. Fonte: KINI, 1997.
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Em geral, as PLA; pertencentes ao Grupo Il contém 120-125 residuos de
aminoacidos e sete pontes dissulfeto. Entretanto, algumas Asp-49, tais como uma
PLA, isolada do veneno de Bitis gabonica (JOUBERT et al., 1983) (ver Tabela
1.2), contém somente seis pontes dissulfeto.

Assim como os outros grupos, a maioria das PLA; pertencentes ao Grupo Il
possuem um residuo aspartato na posi¢ao 49 (Asp-49), altamente envolvido com
o sitio de ligagdo ao Ca?. Porém, em algumas destas enzimas, o residuo
aspartato da posigdo 49 é substituido por lisina (Lys-49), o que impede uma
ligagdo eficiente ao Ca® (MARAGANORE et al., 1984; MARAGANORE e
HEINRIKSON, 1986). Dessa forma, o Grupo |l pode ser subdividido em PLA; Asp-
49 e PLA; Lys-49, sendo que as ultimas possuem atividade enzimatica muito
baixa, devido a substituicdo do aspartato-49 por lisina. No caso da ammodytoxina
L, uma PLA; isolada do veneno de Vipera ammodytes ammodytes (veja a Tabela
1.2), a serina é o residuo que ocupa a posi¢ao 49 (PUNGERCAR et al., 1990), o
que também confere a essa PLA; baixa atividade catalitica.

Algumas PLA; de venenos de serpentes requerem componentes protéicos
adicionais para expressar sua agdo farmacolégica de forma completa. Esses
componentes formam complexos com PLA;. A B-bungarotoxina, por exemplo,
neurotoxina isolada do veneno da Bungarus multicinctus, é formada por dois
componentes, os quais sdo covalentemente ligados. Ja a crotoxina, a principal
neurotoxina do veneno da Crotalus durissus terrificus, € constituida por dois
componentes ligados por diferencas de cargas. Ha complexos que possuem mais

de dois componentes, sendo sempre pelo menos um deles uma PLA; e os demais
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moléculas PLA; —‘like’ (proteinas estruturalmente semelhantes as PLA;) com ou

sem atividade catalitica. Todos esses complexos exibem neurotoxicidade pré-

sinaptica. As subunidades adicionais funcionam como chaperones, possibilitando

a ligacao especifica das PLA; ao sitio pré-sinaptico-alvo. Porém, varias PLA;

monomericas (compostas por uma Unica subunidade, ou seja, uma Unica PLA)),

exibem neurotoxicidade pré-sinaptica (KINI, 1997).

Familia/Subfamilia*

Elapidae

Viperidae/Viperinae

Viperidae/Crotalinae

Género*
( Micrurus+
Naja
Pseudechis
Dendroaspis
Notechis
Bungarus
Ophiophagus
Oxyuranus

Pseudonaja

\ Austrelaps

Vipera
Echis
Bitis

Agkistrodon
Sistrurus
Trimeresurus
Lachesis+
Bothrops+
Crotalus+

Espécie*

M. nigrocinctus, M. frontalis, M. dumerilii
N. naja, N. kaouthia, N. atra, N. nigricollis
P. australis, P. colletti, P. papuanus

D. angusticeps

N. scutatus

B. multicinctus, B. caeruleus, B. fasciatus
O. hannah

O. scutellatus

P. textilis, P. nuchalis

A. superbus

V. russelli, V. ammodytes
E. carinatus
B. caudalis, B. gabonica

A. halys, A. contortrix

S. catenatus

T mucrosquamatus, T. flavoviridis

L. muta

B. jararacussu, B. insularis, B. neuwiedi
C. durissus, C. viridis, C. scutulatus

Figura 1.5. Serpentes pegonhentas. *Esta figura nao inclui todas as familias, géneros e
espécies ja descritos na literatura. Para obter informagées mais detalhadas, consulte
WUSTER et al. (1997, 1998 e 1999). +Géneros encontrados no Brasil.

40




INTRODUCAO

1.3.1. As B-neurotoxinas

Do veneno da serpente Bungarus multinctus, foram isoladas neurotoxinas
com atuacgao especifica em sitio pré-sinaptico, a B-bungarotoxina, e em sitio pos-
sinaptico, a a-bungarotoxina. A denominacgdo B-bungarotoxina deu origem ao
nome que identifica a classe de neurotoxinas pré-sinapticas, as p-neurotoxinas
(GUBENSEK et al., 1997), que sao caracterizadas por sua atividade PLA:.

A estrutura quaternaria das B-neurotoxinas € heterogénea: como ja exposto
anteriormente, algumas consistem em um unico polipeptidio (B-neurotoxinas
monomeéricas), enquanto outras consistem em varias subunidades (componentes),
em que pelo menos uma delas é responsavel pela atividade PLA; da toxina (8-
neurotoxinas multiméricas). A Tabela 1.2 expde algumas B-neurotoxinas e a sua
estrutura molecular.

Como se observa na Tabela 1.3, a B-bungarotoxina pertence a outro tipo de
PLA., a classe das B-bungarotoxinas. Isolada do veneno da Bungarus multicinctus
(CHANG e LEE, 1963), a B-bungarotoxina foi a primeira toxina pré-sinaptica
caracterizada farmacologicamente. Mais tarde, varias isotoxinas foram purificadas
a partir do mesmo veneno (ABE et al., 1977; KONDO et al., 1982a; 1982b) e de
outras espécies do género Bungarus. As B-bungarotoxinas sdo formadas pela
associacao covalente de dois diferentes polipeptidios através de uma ponte
dissulfeto. O polipeptidio A € homdlogo a classe | de PLA; (KONDO et al., 1982b),
enquanto que o polipeptidio B € homdlogo aos inibidores de proteases, tais como

os de pancreas de mamiferos (KONDO et al., 1982a).
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Algumas p-neurotoxinas, tais como a notexina e a crotoxina, exibem
também consideravel miotoxicidade, apesar de seu efeito neurotdxico pré-
sinaptico ser predominante em seu mecanismo de agdo. Por outro lado, ha

enzimas PLA; em que a miotoxicidade é o efeito predominante. Essas enzimas

sao chamadas de miotoxinas.
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Tabela 1.2. Estrutura molecular das -neurotoxinas.

Estutura Toxinas Veneno de origem Estrutura da subunidade Peso
quaterndria molecular
(KDa)

Classe I de PLA, (Elapidae)

Monomeéricas Notexina Notechis s. scutatus Um polipeptidio (uma PLA;) 13,6

Multiméricas Ceruleotoxina Bungarus fasciatus Dois polipeptidios idénticos 30
(duas PLA;)

Taipoxina Oxyuranus s. scutellatus Trés polipeptidios diferentes 45,6
(a e B, duas PLA; com 13,8
kDa cada, e y, uma pr6-PLA,
com 18.8 kDa)

Textilotoxina Pseudonaja textilis Cinco polipeptidios (cinco 80
PLA,)

B-bungarotoxina* B-bungarotoxina  Bungarus multicinctus Um polipeptidio (uma PLA;) 20,5
de 13.5 kDa e um inibidor de
protease homoélogo de 7 kDa

Classe II de PLA; (Viperidae)

Monoméricas Agkistrodotoxina  Agkistrodon b. brevicaudus Um polipeptidio (uma PLA;) 13,5

Caudoxina Bitis caudalis Um polipeptidio (uma PLA;) 13,5
Ammodytoxina A Vipera a. ammodytes Um polipeptidio (uma PLA,) 13,5

Multiméricas Crotoxina Crotalus d. terrificus Um polipeptidio (uma PLA,) 23,5
com 13,5 kDa e um
polipeptidio PLA,
proteolisado com 10 kDa

Crotoxina-like

Mojave toxina Crotalus s. scutulatus Idem a crotoxina 23.5
Concolor toxina C. v. concolor Idem a crotoxina 23.5
Vegrandis toxina  C. vegrandis Idem a crotoxina 23,5
Canebrake toxina  C. k. atricaudatus Idem a crotoxina 23,5

*Embora seja formada por dois componentes, a B-bungarotoxina nao pertence ao grupo
das PLA, multiméricas, pois os seus dois componentes sdo covalentemente ligados.
Fonte: BON et al., 1994; BON, 1997.
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1.3.2. Miotoxinas

Miotoxinas s@o componentes de venenos que atuam especificamente sobre
o musculo esquelético, preservando outras estruturas, como o tecido conjuntivo e
o nervo (MEBS e OWNBY, 1990). O termo miotoxicidade local pode ser aplicado a
toxinas que produzem degeneragdo do musculo no local da injegio ou apés a
incubagao com preparagdes neuromusculares isoladas (GOPALAKRISHNAKONE
et al., 1997). Como exemplo, a bothropstoxina-I, uma miotoxina PLA, isolada do
veneno da Bothrops jararacussu (Tabela 1.4), produz contratura, bloqueio da
resposta a estimulo elétrico direto, despolarizagido em preparagdes
neuromusculares isoladas, bem como alteragdes morfolégicas das fibras
musculares, preservando o terminal nervoso (RODRIGUES-SIMIONI et al., 1983;
HOMSI-BRANDEBURGO et al., 1988; HELUANY et al., 1992). Outras miotoxinas
produzem miotoxicidade sistémica, ou seja, distante do local de injecao, causando
consequente mioglobinuria (GOPALAKRISHNAKONE et al., 1997). Esse é caso
de uma PLA; isolada do veneno da Pseudechis australis, uma serpente
australiana, que induz mioglobintria em camundongos ap6s a inje¢ao subcutanea
de 5 mg de toxina/kg.

Varias miotoxinas PLA; foram isoladas de venenos botrépicos (Tabela 1.3).
Todas essas proteinas sao basicas. Os venenos botrépicos também contém PLA,
acidas (VIDAL e STOPPANI, 1971; ALAGON et al,, 1980; NISENBOM et al.,
1986a, 1986b; NISENBOM et al., 1988; MORENO et al., 1988; VALIENTE et al.,
1992; MACHADO et al., 1993; DANIELE et al., 1995), mas ndo ha relatos de

miotoxidade produzida por essas PLA; (GUTIERREZ e LOMONTE, 1997).
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Tabela 1.3. PLA; miotoxicas isoladas de venenos botrépicos.

Espécie Toxina kDa Atividade  Referéncia
PLA,
B. asper Miotoxina I 10.700 (+) GUTIERREZ et al., 1984
Miotoxina II 13.300 (-) LOMONTE e GUTIERREZ, 1989
Miotoxina III 13.900 (+) KAISER etal., 1990
Miotoxina IV 15.500 (-) DIAZ et al., 1995
Miotoxina PLA; 14.100 (+) MEBS E SAMEJIMA, 1986
B. nummifer =~ Miotoxina 16.000 (-) GUTIERREZ et al., 1986
Miotoxina pico IV 15.000 ND BRUSES et al., 1993
B. jararacussu Pool IV 13.869 (-) RODRIGUES-SIMIONI et al., 1983
Sri-SPi HOMSI-BRANDEBURGO et al., 1988
Bothropstoxina Il  15.784 (+) HOMSI-BRANDEBURGO et al., 1988
B. insularis ~ Miotoxina 15.000 (+) SELISTRE et al., 1990
B. atrox Miotoxina 13.400 (-) LOMONTE et al., 1990
B. moojeni Miotoxina I 13.400 (-) LOMONTE et al., 1990
Miotoxina II 13.400 (-) LOMONTE et al., 1990
MOO-1 15.000 (+) MOURA-DA-SILVA et al., 1991
B. pradoi PRA-1 15.000 (+) MOURA-DA-SILVA et al., 1991
B. godmani Miotoxina I 14.300 (+) DIAZ et al., 1992
Miotoxina II 13.400 (-) DIAZ et al., 1992
B. pirajai Piratoxina | 15.500 (-) MANCUSO et al., 1995

(-) refere-se a auséncia PLA;, de atividade ou atividade extremamente baixa (< 2uEq de acidos
graxos/min). Algumas dessas miotoxinas tem demonstrado ser variantes Lys-49 (veja o texto).
ND = nao determinada. Fonte: GUTIERREZ e LOMONTE (1997)
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1.4. Bothrops neuwiedi — Agao miotdxica e neurotdxica

Varias sao as espécies de Bothrops existentes no territério nacional. Dentre
elas, a B. neuwiedi, popularmente conhecida como jararaca-pintada, jararaca do
rabo branco ou boca-de-sapo, apresenta ampla distribuicdo geografica e exibe
doze subespécies. A B. neuwiedi pauloensis é a representante dessa espécie que
ocorre em regides abertas, como campos e cerrados, nas zonas central e sul-
ocidental do Estado de Sao Paulo.

Varios estudos tém sido realizados com o veneno de B. neuwiedi, visando
conhecer suas propriedades e composicdo. Nesses estudos, diversas PLA; com
diferentes caracteristicas e atividades biolégicas foram isoladas desse veneno.
Inicialmente, VIDAL e STOPPANI (1971) purificaram desse veneno duas proteinas
com atividade fosfolipasica (P-1 e P-2), correspondentes ao segundo e terceiro
picos do perfil de eluicdo. Mais tarde, MOURA-DA-SILVA et al. (1991) isolaram
proteinas basicas com atividade PLA; e miotoxica de alguns venenos botrdpicos,
incluindo o de B. neuwiedi. Em seguida, trés PLA, (P-1, P-2 e P-3)
enzimaticamente ativas, com importante atividade edematogénica, foram isoladas
do veneno de B. neuwiedi e quatorze aminoacidos das suas seqiléncias amino-
terminal foram identificados. Essas PLA; ndo foram letais quando injetadas
intraperitonealmente em camundongos numa dose Gnica de 5 pg/g e nao
apresentaram atividade miotéxica. As seqiiéncias determinadas apresentaram alta
homologia com PLA; isoladas de Crotalus atrox e os autores sugeriram sua

inclusao no grupo Il de PLA; (DANIELE et al., 1995; DANIELE et al., 1997).
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GEOGHEGAN et al. (1999) purificaram uma PLA; miotéxica do veneno de B.
neuwiedi, a qual denominaram miotoxina |. Essa PLA; também apresentou
atividade edematogénica e nao foi letal quando aplicada intraperitonealmente (4.7
mg/kg) em camundongos. A miotoxina | ndo apresentou atividade enzimatica e
sua seqiiéncia amino-terminal (40 aminoacidos) exibiu alta identidade com as
miotoxinas Lys-49 de crotalideos do grupo |l de PLA,.

Recentemente, ZAMUNER et al. (1995), ao avaliarem os efeitos
neurotéxico e miotéxico de alguns venenos botrépicos, verificaram que o veneno
de B. neuwiedi causava flacidez do pescogo (‘head-drop’), perda do ténus
muscular e insuficiéncia respiratéria em ave, além de bloqueio da resposta
contratii em preparagdes isoladas de aves, observando ser a intensidade do
bloqueio dose-dependente e sugerindo que 0 mesmo ocorria por um mecanismo
pré-sinaptico, ja4 que mantinha a resposta ao agonista do receptor nicotinico a
ACh. Em seguida, BORJA-OLIVEIRA et al. (2002) verificaram que lotes de veneno
de B. neuwiedi obtidos de serpentes de diferentes procedéncias apresentavam
variagdes quanto a suas atividades neurotoxica e miotoxica em preparagoes
isoladas de ave. O perfil eletroforético dos lotes de veneno mais ativos exibiu uma
banda extra que estava ausente nos venenos menos ativos.

RODRIGUES et al. (1998) relataram que o veneno de B. neuwiedi
pauloensis apresentava variagoes individuais quanto a presenca de miotoxinas na
composicdo de seus venenos. Um estudo posterior deu continuidade a estes
achados, revelando algumas caracteristicas funcionais de uma PLA; miotoxica
isolada do veneno, BnSP7, relacionadas a sua estrutura. Modificagoes quimicas e

a incubagdo com heparina neutralizaram o efeito bloqueador neuromuscular da
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miotoxina. A determinagao da estrutura primaria demonstrou que a BnSP7 tratava-

se de uma miotoxina Lys-49.

48



2. OBJETIVOS



OBIETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram:

2.1. Estudar os efeitos do veneno de Bothrops neuwiedi pauloensis em

preparacoes neuromusculares isoladas de aves e camundongos;

2.2. Isolar, caracterizar bioquimicamente, determinar a seqiéncia amino-terminal
do(s) componente(s) com atividade neurotéxica pré-sinaptica em preparagoes
neuromusculares isoladas, bem como compara-los com as toxinas estruturalmente

semelhantes descritas na literatura e propor-lhe(s) uma classificacao.
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MATERIALIS E METODOS

3.1. Veneno

O lote de veneno de Bothrops neuwiedi pauloensis utilizado neste trabalho
€ resultante de um ‘pool’ de venenos serpentes da mesma subespécie,

procedentes de Sao Paulo-SP, gentilmente fornecido pelo Instituto Butantan.

3.2. Animais

Foram utilizados pintainhos da linhagem HY LINE W36, com peso entre 40
e 50 g (4 a 8 dias), fornecidos pela Granja Ito S/A, e camundongos machos da
linhagem SWISS, com peso entre 18 e 30 g, fornecidos pelo Biotério Central da
UNICAMP. Os animais foram mantidos em gaiolas abastecidas com agua e ragao
ad libitum, em ambiente com temperatura constante e iluminagéo controlada (12

horas com luz e 12 sem luz).

3.3. Ensaios bioldgicos

3.3.1. Preparacao biventer cervicis de pintainho

A preparacdo foi isolada e montada de acordo com o método de
GINSBORG e WARRINER (1960). Os pintainhos foram anestesiados com éter
etilico e, apés o isolamento, o musculo foi suspenso em uma cuba de 5 ml,

contendo solugdo nutritiva de Krebs com a seguinte composicio em mM: NaCl
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118,6; KCI 4,69; CaCl, 1,88; KH2PO4 1,17; MgSO4 1,17; NaHCO3 25,0 e CgH 1206
11,65; pH 7,0. A solucao foi areada de modo constante com carbogénio (mistura
95% 0O, e 5% CO-) e mantida a 37°C. A preparacao foi submetida a uma tensao
constante de 0,5 g e estimulada por meio de eletrodos bipolares (estimulagcio de
campo). Foram aplicados pulsos supramaximais de 0,1 Hz de freqiiéncia e 0,2 ms
de duracao (estimulador Grass S48). As contragcdes musculares resultantes de
estimulos elétricos maximais e as contraturas em resposta a adigao de KCI (13,4
mM) e ACh (110 uM) foram registradas em fisiégrafo Gould RS 3400, por meio de
transdutores isométricos Load Cell BG-10 GM. O registro das contraturas para o
potassio e para a ACh foram realizados com auséncia de estimulacao elétrica, no
inicio (antes da adicao de veneno ou fragdes) e no final do experimento (apés 120
min de incubag¢do com o veneno ou fragcdes ou apos bloqueio total).

Na preparacao de ave, as concentragcdes de veneno bruto utilizadas foram
1, 5, 10, 20, 50 e 100 ug/ml. Apds a purificagao parcial em HPLC de exclusao
molecular, para as fragoes, as concentracoes utilizadas foram 10, 20 e 50 pg/ml.
Apos a purificagao total em HPLC de fase reversa, a concentragao utilizada para
os ensaios com os polipeptidios isolados foi de 10 pg/ml. Em alguns experimentos,
a temperatura foi mantida a 20-24°C (temperatura ambiente), durante a incubacao
com o veneno, para inibir a atividade enzimatica. Para o registro das respostas a
estimulacao direta (50 V), utilizou-se d-tubocurarina (d-Tc) (Abbot Laboratérios do

Brasil Ltda) na concentracao de 8 ug/mi (para total curarizagao).
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3.3.2. Preparacao nervo frénico-diafragma de camundongo

A preparacéo foi montada de acordo com a técnica descrita por BULBRING
(1946). Os animais foram sacrificados por meio de secgéo e sangria dos vasos do
pescogo, depois de serem anestesiados com cloral hidratado. Apés a retirada do
diafragma, juntamente com o nervo frénico correspondente, o mesmo foi fixado
em cuba contendo 5 ml da solugdo nutritiva Tyrode, com a seguinte composicao
em mM: NaCl 137; KCI 2,7; CaCl; 1,8; MgCl, 0,49; NaH,PQO4 0,42; NaHCO; 11.9;
CeH1206 11,1; pH 7,0. A solucao foi aerada constantemente com carbogénio e
mantida a 37°C. O masculo foi submetido a uma tensdo constante de 2 g/cm. A
preparacao foi exposta a estimulacido (estimulador Grass S48) indireta, com
pulsos supramaximais de 0,2 ms de duragéo e 0,1 Hz de freqiiéncia, ou direta,
apés prévia curarizagao (d-Tc, Abbot Laboratérios do Brasil Ltda, 5 pg/ml) , com
pulsos de 50 V, 2 ms de duragdo e 0,1 Hz de freqiiéncia. As contragbes
musculares foram registradas em fisiografo Gould RS 3400, por meio de
transdutor isométrico Load Cell BG-10 GM.

Para os ensaios miograficos com a preparacao de camundongo, utilizaram-
se concentragcdes de 10, 20, 50 e 100 ug/ml de veneno bruto. Para inibir a
atividade enzimatica, foram realizados alguns ensaios em que o Ca** (1,8 mM) da
solugdo nutritiva foi substituido por Sr** (4,0 mM) durante a incubagdo com o
veneno ou com as fragées ativas (apos a purificagao parcial em HPLC de exclusao

molecular).
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3.4. Ensaios bioquimicos

3.4.1. HPLC de exclusao molecular

O veneno de B. neuwiedi pauloensis (25 mg) foi adicionado em uma coluna
(Protein Pack 300SW - 0.78 cm x 30 cm) sob um fluxo constante de 0.3 mil/min. As
amostras foram eluidas usando como tampao bicarbonato de aménio, pH 7.9, 0.25
M, e o perfil de eluigao foi monitorado a 280 nm. As fragées foram liofilizadas,
armazenadas a -20°C e ensaiadas em preparagdes neuromusculares de pintainho

e camundongo.

3.4.2. Determinagao de atividade PLA;

A atividade PLA; foi medida através do método descrito por CHO E KEZDY
(1991) e HOLZER e MACKESSY (1996) modificado (BEGHINI et al., 2001). A
mistura padrao continha 200 pl de tampao (Tris-HCI 10 mM, CaCl; 10 mM, NaCl
100 mM, pH 8.0), 20 pl de substrato, 20 ul de agua deionizada e 20 ul de amostra,
em um volume final de 260 pul. Apés a adicao da amostra (20 ug), a 37°C, a
atividade enzimatica foi calculada pelo aumento da absorbancia apos 20 min a

425 nm e expressa em nmol/min/mg.
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3.4.3. HPLC de fase reversa

A fragdes parcialmente purificadas por HPLC de exclusdo molecular,
correspondentes aos picos 2 e 3 (2 mg cada) do perfil cromatografico, foram
dissolvidas em 0,1 ml de acido trifluoroacético (TFA 0,1%, viv). A solugao
resultante foi clarificada por centrifugagdo a 10.000 rpm por 1 min e o
sobrenadante aplicado a uma coluna C-18 p-Bondapak (0,78 x 30 cm) (Waters
991-PDA system). A coluna foi equilibrada em solucdo de TFA 0,1% em agua
obtida por sistema Milli Q. A coluna foi eluida com um gradiente linear de
acetonitrila 66% (0-100%, v/v) a um fluxo de 2,0 mi/min. O perfil de eluicao foi
monitorado a 280 nm e as fragées coletadas foram liofilizadas, estocadas a -20°C,

€, em seguida, ensaiadas em preparacgao biventer cervicis de pintainho.

3.4.4. Eletroforese em gel de poliacrilamida-tricina

O gel de poliacrilamida foi preparado de acordo com a metodologia descrita
por SCHAGGER e VON JAGOW (1987), a partir de uma solucdo estoque de
acrilamida-bisacrilamida e tampéao para gel (Gel Buffer). O gel de corrida compode-
se de 4,0 g de glicerol 89%, em 10 ml de tampao para gel (Tris-HCI 3M, SDS
0,3%, pH 8,43), PSA 0,025% (100 mg/ml), 6,1 ml de solucao estoque de
acrilamida-bisacrilamida e Temed 0,05%, em volume final de 30 ml para cada gel.
O gel de separagdo (spacer gel) foi preparado com tampao gel 10 ml, solucao

estoque de acrilamida 10 ml para um volume final de 30 ml com agua Milli Q. Os
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géis foram adicionados simultaneamente entre duas placas de vidro (sistema
duplo de placas SE 250 Might Small — Hoefer Scientific Instruments, San
Francisco, USA). O gel superior foi confeccionado usando 1,0 ml de solugéo
estoque de acrilamida em 3,1 ml de gel buffer, 100 ul de PSA (100 mg/ml) e 0,1%
de Temed, em um volume final de 12,5 ml.

As amostras (10 a 50 pg de proteina) foram dissolvidas em tampao de
amostra comercial (sample buffer, Laemmli — Sigma). Para as amostras reduzidas,
foi empregado DTT no mesmo tampao. Em seguida, as amostras foram aplicadas
no volume maximo de 15 ul. A corrida eletroforética foi desenvolvida em
temperatura ambiente, tampao catodo Tris-HCI 0,1 M, SDS 0,1%, pH 8,25, e
tampao para anodo Tris-HCI 0,2 M, pH 8,9, com duragao aproximada de 7 horas
sob uma corrente de 25 mA. Apds a corrida, o gel foi retirado das placas e
colocado em uma solugido contendo Coomassie blue R-250 0,25% em metanol,
acido acético e agua (40:10:50, v/v), para coloracao das bandas de proteinas. A
descoloragao do gel, para remogao do excesso de corante e visualizacao das
bandas de proteinas, foi efetuada por lavagem na mistura de metanol, acido

acético e agua (40:10:50, v/v).

3.4.5. Determinacao da seqiiéncia primaria amino-terminal

As proteinas purificadas provenientes do HPLC de fase reversa ativas que

produziram efeito neurotdxico pré-sinaptico em preparacao biventer cervicis de

pintainho, denominadas neuwieditoxina-l e neuwieditoxina-ll, foram reduzidas e

57



MATERIAIS E METODOS

carboximetiladas com tampao guanidina HCL 6N em presenca de DTT 2M e
iodoacetoamida. Apés a reducdo e carboximetilacdo, as amostras foram
desalificadas em coluna C4. Estas proteinas insentas de sal foram entdo
colocadas em um sequenciador automatico gas-liquido, Procise F (Applied
Biosystem) e a identificacdo dos PTH-aminoAcidos (feniltioidantoina-aminoacidos)
foi feita comparando-se os tempos de reten¢do dos picos com os do padrio de

aminoacidos previamente analisados no sistema cromatografico.

3.5. Analise estatistica

Os resultados foram representados pela média de experimentos + erro
padrao. A significancia foi obtida através do teste nao-pareado t-Student e

considerada como p<0,05.
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RESULTADOS

4.1. Estudo miografico do veneno total

4.1.1. Preparacgao biventer cervicis de pintainho

4.1.1.1. Estimulagao elétrica indireta

Em experimentos realizados para a determinagdo do tempo necessario
para a obtencdo de 50% de bloqueio da resposta contratil do musculo a 37°C,
foram utilizadas seis diferentes concentragées de veneno bruto, 1, 5, 10, 20, 50 e
100 pg/ml. O bloqueio neuromuscular mostrou-se invariavelmente irreversivel e
dependente da concentragdo (Figuras 4.1 € 4.2 e Tabela 4.1). Com excegao da
concentracao de 20 pg/ml, todas as concentragées utilizadas foram
estatiscamente diferentes entre si. A Tabela 4.1 apresenta o tempo necessario
para obtengdo de 50% em cada concentragao.

Na concentragéo de 1 ug/ml (Figura 4.1A), a 37°C, a inibicdo da resposta
contratil atingiu somente 44 + 7% (n=3) em 120 min de incubagdo, com margem
de bloqueio significativa (p < 0,05) em relagéo ao controle a partir dos 85 min.
Com 5 ug de veneno/ml, obteve-se bloqueio total sem ocorréncia de contratura
(Figura 4.1A e C). A partir das concentragdes acima de 10 pg/ml, o veneno induziu
contratura, que se tornava mais pronunciada a medida que se aumentava a
concentragao do veneno (Figuras 4.1 e 4.2).

A 37°C, o veneno produziu uma discreta inibigio inicial da resposta
contratil, seguida por uma sutil facilitagdo precedendo um progressivo bloqueio

neuromuscular (Figuras 4.1 e 4.2). Esses efeitos iniciais mostraram-se mais
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evidentes a 20-24°C (Figura 4.3). Nesta temperatura, o efeito bloqueador
neuromuscular do veneno mostrou-se significantemente reduzido (p < 0,05 em tso-
t120; 50 ng/ml), atingindo apenas 30 + 8% (n = 3) em 120 minutos de incubaco. O
efeito obtido a 20-24°C foi estatisticamente diferente (p < 0,05) daquele obtido a
37°C ap6s 30 min.

Nos experimentos-controle realizados a 37°C, o registro das contractes
permaneceu estavel (99,5% de resposta durante 120 minutos em Krebs; n=4),

sem a ocorréncia de contratura (Figura 4.1A e B).

4.1.1.2. Resposta contraturante a ACh e ao KCI

A incubacgao da preparacao com o veneno bruto de B. n. pauloensis reduziu
visivelmente a resposta contraturante ao potassio, mantendo total ou parcialmente
a resposta a adicao da ACh, sempre que a dose do veneno utilizada fosse igual ou
inferior a 20 ug/ml. No entanto, nas concentragdes superiores a 20 ug/ml, ou seja,
50 e 100 pg/ml, a contratura induzida pela ACh mostrou-se, algumas vezes,
parcialmente inibida e, na maioria dos casos, abolida (Figuras 4.1, 4.2 e 4.4).

Nos ensaios realizados a 20-24°C, o bloqueio da resposta a ACh em
preparagoes incubadas com o veneno na concentracdo de 50 pug/ml foi
significativamente (p < 0,05) menos intenso (31 + 14%; n=3). Ja a resposta a
adicdo de potassio permaneceu idéntica aquela do final do experimento (Figuras

43e4.4)
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4.1.1.3. Estimulacgao elétrica direta

A preparagao biventer cervicis de pintainho foi previamente tratada com d-
Tc na concentragao de 8 ug/ml (necessaria para a curarizagao total) e submetida a
estimulacao direta antes e 90 minutos depois da incubagdo com o veneno. O
bloqueio parcial (60 + 7% em 120 min; n=3) somente ocorreu quando se utilizou

50 ug de veneno/ml (Figura 4.5).

Tabela 4.1. Tempo necessario para obtengdo de 50% de bloqueio da resposta
contratil em preparagao biventer cervicis de pintainho, sob estimulagcao elétrica
indireta, incubada com o veneno bruto. Todos os dados incluidos na tabela foram
significantemente diferentes entre si (0<0.05). A concentracio de 20 pg/ml de veneno nao
foi incluida por ndao produzir um efeito estatisticamente diferente dos obtidos com as

demais. Na concentragédo de 1 pg/ml, o veneno no induziu 50% de bloqueio ap6s 120
min de incubacgao.

Concentracio (ng/ml) Tempo para 50% de N
bloqueio (min)

1 - 3

S 64,5+ 4,3 4

10 46,5+ 3,5 4

50 30,7+3,0 3

100 240+42 3

Os resultados estao expressos pela média de experimentos + erro padrio.
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Figura 4.1. Efeito do veneno bruto de B. n. pauloensis sobre a preparacéo
biventer cervicis de pintainho, sob estimulacdo elétrica indireta, em baixas
concentragoes (1, 5 and 10 ug/ml), a 37°C. Em A, o gréafico da resposta contratil em
funcdo do tempo, comparando as preparagoes tratadas com veneno com o controle
realizado somente com a solugdo nutritiva (controle Krebs). Cada ponto representa a
média de 3-6 experimentos + S.E.M. Em B, o registro representativo da resposta contratil
da preparagao incubada somente com Krebs. Em C e D, as preparagoes tratadas com o
veneno, nas concentracdes indicadas, que foi adicionado (seta) apés 15 min de
estabmzag;ao As respostas a ACh (A, 110 uM) e ao KCI (e, 13,4 mM) foram obtidas
antes e ap6s a incubagao com o veneno. Note o bloqueio total produzldo por 5 ug de
veneno/ml com manutencao das respostas a ACh e ao KCI na auséncia de contratura,
bem como a contratura e o bloqueio da resposta ao KCI induzidos por 10 ng de
veneno/ml. Estes resultados sao representativos de 3-6 experimentos. *p<0.05 em
comparag¢ao com o controle.
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Figura 4.2. Efeito do veneno bruto de B. n. pauloensis sobre a preparacéo
biventer cervicis de pintainho, sob estimulagdo elétrica indireta, em altas
concentragdes (50 e 100 pg/ml), a 37°C. Em A, o gréafico da resposta contratil em
fungdo do tempo, comparando as preparagdes tratadas com veneno com o controle
Krebs. Cada ponto representa a média de 3-6 experimentos + S.E.M. Em B, o registro
representativo da resposta contratil da preparagdo incubada somente com Krebs. EmC e
D, as preparagbes tratadas com o veneno, nas concentragbes indicadas, que foi
adicionado (seta) apos 15 min de estabilizacdo. As respostas a ACh (A, 110 uM) e ao
KCI (@, 13,4 mM) foram obtidas antes e ap6s a incubagao com o veneno. Note o bloqueio
da resposta a ACh que iniciou-se a partir de 50 ug de veneno/ml e as contraturas de
intensidade dependente da concentragdo, obtidas a partir de 10 ug de veneno/mi (Figura

4.1). Estes resultados sao representativos de 3-6 experimentos. *p<0.05 em comparacao
com o controle.
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Figura 4.3. Efeito do veneno bruto de B. n. pauloensis sobre a preparagaoc
biventer cervicis de pintainho, sob estimulagao elétrica indireta, a 20-24°C. EmA, o
grafico da resposta contratil em fungdo do tempo, comparando as preparagdes incubadas
com o veneno a 20-24°C com aquelas incubadas a 37°C, na mesma concentracao. Cada
ponto representa a média de 3-6 experimentos + S.EIM. Em B e C, os registros
representativos das respostas contrateis das preparacées incubadas com veneno a 37°C
e a 20-24°C, respectivamente, que foi adicionado (seta) apos 15 min de estabilizacao. As
respostas @ ACh (A, 110 uM) e ao KCI (®, 13,4 mM) foram obtidas antes e apds o
tratamento com o veneno. Estes resultados sao representativos de 34 experimentos.
*p<0.05 em comparagao com o controle.
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Figura 4.4. Efeito do veneno de B. n. pauloensis sobre as respostas aos agonistas
ACh (110 uM) e KCI (13.4 mM) em preparacao biventer cervicis de pintainho, apos
120 min de incubacdo (média + S.E.M. de 3-6 experimentos), em comparagio
com aquelas obtidas somente com Krebs (controle, 100%). As preparagdes foram
incubadas com o veneno nas concentracdbes e temperaturas indicadas sob cada
histograma. Os simbolos (A) sobre o eixo de X indicam que o veneno bloqueou
totalmente a resposta ao agonista. *p<0.05 em comparacgio com o controle Krebs.
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Figura 4.5. Efeito do veneno de B. n. pauloensis em preparacao biventer cervicis
de pintainho, sob estimulagao elétrica direta. Em A e B, as preparacdes tratadas com
veneno, nas concentragées indicadas (seta, tempo zero). Os estimulos diretos (D) foram
aplicados antes e apds o tratamento com d-Tc, e apds varias lavagens com Krebs. Estes
resultados sao representativos de 3-5 experimentos.
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4.1.2. Preparagao nervo frénico-diafragma de camundongo

4.1.2.1. Estimulagao elétrica indireta

A preparacgdo nervo-musculo de camundongo mostrou-se menos sensivel a
acao bloqueadora neuromuscular do veneno bruto em comparagido com a
preparacdo de ave, quando submetida a estimulo elétrico indireto. Nessa
preparagao, o bloqueio neuromuscular, também irreversivel e dependente da
concentracao, ocorreu somente em concentragdes acima de 20 pg/ml (Figuras 4.6
e 4.7). Em concentragdes mais baixas, a margem de bloqueio nao foi significativa
(p < 0,05) em relacao ao controle (Figuras 4.6 e 4.7B). A Tabela 4.2 apresenta o
tempo necessario para obtengao de 50% de bloqueio em cada concentragao
utilizada.

Realizaram-se também experimentos em que o ca* (1,8 mM) foi
substituido pelo Sr** (4,0 mM), quando se obteve uma inibicdo significativa (p <
0,05 em teo-t120) em relagio aos experimentos-controle ensaiados com Ca,
porém muito menos intensa do que a obtida nos ensaios em que o veneno (na
mesma concentragio) foi incubado na presenca de calcio. A margem de bloqueio,
nessas condigdes, foi de 40 + 8%, apos 120 min de incubagcdo com o veneno, na
concentragao de 50 ug/ml (Figura 4.8).

Nos experimentos-controle, a resposta contratil manteve-se estavel (99,6%
de resposta, n=3), durante 120 minutos, com incubacao em Tyrode (Figura4.6 Ae

B).
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4.1.2.1. Estimulacao elétrica direta

A semelhanga do que ocorreu com a preparacdo de ave, observou-se
também bloqueio da contragdo muscular em resposta a estimulacéo elétrica direta
na prepara¢ao nervo frénico-diafragma de camundongo. Este efeito também foi
observado somente a partir de 50 ug de veneno/ml (74 + 18% de bloqueio em 90
minutos; n = 6) e ilustrado na Figura 4.9.

Na concentracdo de 20 ug/mi, o bloqueio nao foi significativo em relagéo ao
controle (Fig. 4.9). Os resultados obtidos com a concentragdo de 50 pug/mi
passaram a ser estatisticamente diferentes (p<0,05) daqueles obtidos com 20 pg
de veneno/ml a partir de 30 min de incubagdo. Quando compararam-se as
respostas entre estimulo direto e indireto, 50 ug de veneno/ml nao apresentaram
diferencas significativas, demonstrando que, nessa concentragio, o bloqueio da
resposta a estimulagdo direta nao se diferencia daquele obtido sob estimulagao
indireta. Ja com 20 pg de veneno/ml, a resposta a estimulagao direta mostrou-se
estatisticamente diferente daquela em resposta a estimulagao indireta apés 30 min

de incubacao.
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Tabela 4.2. Tempo necessario para obtengao de 50% de bloqueio da resposta
contratil em preparagao nervo frénico-diafragma de camundongo, sob estimulagdo
elétrica indireta, incubada com o veneno bruto. Todos os dados incluidos na tabela

foram significantemente diferentes entre si (p<0.05). Na concentragadoe de 10 pg/ml, o
veneno nao induziu bloqueio estatisticamente significativo.

Concentragdo (ug/ml) Tempo para 50% de N
bloqueio (min)

10 & 4

20 100,74 7.0 6

50 40,0 + 12 4

100 283+ 6,4 3

Os resultados estdo expressos pela média de experimentos + erro padrao.

1004
X 80
E
T 60-
- —=—Controle Tyrode
ol —O—-Veneno 20 pg/ml
o 40- —a—Veneno 50 pg/ml
"g‘ - Veneno 100 pg/ml
o
4 20+
(a4

0
0

Tempo (min)

Figura 4.6. Efeito do veneno bruto de B. n. pauloensis sobre a preparagao nervo
frénico-diafragma de camundongo, sob estimulacéo elétrica indireta, & 37°C. O
grafico da resposta contratil em fungéo do tempo compara as preparacdes tratadas com
veneno, nas concentragdes indicadas, com o controle realizado somente com a solugdo

nutritiva (controle Tyrode). Cada ponto representa a média de 3-8 experimentos + S.E.M.
*p<0.05 em comparagao com o controle Tyrode.
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Figura 4.7. Registros do efeito do veneno bruto de B. n. pauloensis sobre a
preparacédo nervo frénico-diafragma de camundongo, sob estimulagcdo elétrica
indireta, a 37°C. Em A, o registro representativo da resposta contratil da preparacio
incubada somente com Tyrode. Em B, C, D e E, as preparacdes tratadas com o veneno,
nas concentracdes indicadas, que foi adicionado (seta) apés 15 min de estabilizacao.
Estes resultados sdo representativos de 3-6 experimentos.
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Figura 4.8. Comparacédo do efeito do veneno bruto de B. n. pauloensis sobre
preparacdo nervo frénico-diafragma de camundongo, sob estimulacdo elétrica
indireta, a 37°C, na auséncia e na presenca de Ca®'. Em A, o grafico da resposta
contratil em fungdo do tempo, comparando as preparagoes incubadas com o veneno na
presenca de Ca®** com aquelas em que o Ca®" foi substituido por Sr*". Cada ponto
representa a média de 3-6 experimentos + S.E.M. Em B e C, os registros representativos
do efeito observado no grafico. O veneno foi adicionado (seta) apés 15 min de
estabilizagdo. “*p<0.05 em comparagdo com o controle.
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Figura 4.9. Efeito do veneno de B. n. pauloensis em preparacdo nervo frénico-
diafragma de camundongo, sob estimulacéo elétrica direta. Apos o tratamento com
d-Tc, aplicou-se estimulagdo direta (50 V) e as preparagdes foram incubadas com o
veneno, nas concentragbes indicadas (seta, tempo zero). Estes resultados sao

representativos de 3-6 experimentos.
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4.2. Estudo bioquimico do veneno total

4.2.1. HPLC de exclusdao molecular e atividades enzimaticas

O fracionamento do veneno de B. n. pauloensis em uma coluna Protein
Pack 300SW resultou em oito picos (Figura 4.10). O perfil de eluigdo foi
monitorado a 280 nm. A atividade PLA;, presente no veneno, foi investigada em
cada pico e encontrada nos picos 2 e 3 e sua estimativa foi apresentada na Tabela

4.3.
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Figura 4.10. Cromatografia do veneno de B. n. pauloensis por HPLC de exclusao
molecular.

Tabela 4.3. Atividade PLA; do veneno total e das fragbes parcialmente
purificadas. Entre as fragcdes correspondentes ao oito picos obtidos, somente
aquelas correspondentes aos picos 2 e 3 apresentaram atividade PLA;, sendo a
do pico 3 mais expressiva.

Fracao Atividade PLA; (nmoles/min)
Veneno 12,7
Pico 2 25,8

Pico 3 48,2
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4.3. Estudo miografico das fragoes parcialmente purificadas

4.3.1. Preparacgao biventer cervicis de pintainho

As fracoes parcialmente purificadas, provenientes do fracionamento por
HPLC de exclusao molecular (Figura 4.10), foram incubadas com preparacdes
isoladas de ave. A atividade neuromuscular do veneno total foi recuperada nos
picos 1, 2 e 3 do perfil de eluicdo (Tabela 4.4 e Figuras 4.11 e 4.12).

Somente o pico 3 (10 pg/ml) produziu bloqueio neuromuscular completo
sem inibir as respostas a ACh e ao KCI. O pico 2 (10 pg/ml) determinou bloqueio
total das respostas a estimulagao indireta e ao KCI, preservando a resposta a
ACh. Ja o pico 1 produziu bloqueio parcial somente quando utilizou-se 50 pg de
fracao/ml, inibindo a resposta a ACh (70 + 12%%; p < 0.05; n = 3) e abolindo
totalmente a contratura ao KCI (Figuras 4.12, 4.13 e 4.14). Em concentragdes
mais baixas (10 e 20 ug/ml), o pico 1 nao produziu bloqueio significante, mas inibiu
as respostas a ACh e ao KCI. As fragbes correspondentes aos demais picos (4-8)
nao apresentaram qualquer efeito nesta preparagao (dados nao demonstrados em
figura).

A 20-24°C, o efeito do pico 3 foi abolido, enquanto que o pico 2 produziu um
aumento da amplitude da contragcdo muscular, ndo observado a 37°C, e um
posterior bloqueio somente parcial das contragdes indiretamente evocadas,

preservando a contratura ao KCI e inibindo parcialmente a resposta a ACh (30 +

8%; p < 0.05; n= 3).
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Tabela 4.4. Tempo necessario para obtencao de 50% de bloqueio da resposta
contratil em preparacao biventer cervicis de pintainho, sob estimulagdo elétrica
indireta, incubada com as fragdes parcialmente purificadas por HPLC de exclusao

molecular. O dados obtidos entre os picos 2 e 3 ndo foram significantemente diferentes
entre si.

Fracao (concentracao) Tempo para 50% de N
bloqueio (min)
Pico 1 (50 ug/ml) 852+ 34
Pico 2 (10 ug/ml) 7.7+ 70 4
Pico 3 (10 pg/ml) 39,5+ 3,7 4

Os resultados estao expressos pela média de experimentos + erro padrao.
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Figura 4.11. Efeito das fragdes parcialmente purificadas sobre a preparacao
biventer cervicis de pintainho, sob estimulagdo elétrica indireta, a 37°C. O grafico

da resposta contrati em fungdo do tempo compara as preparagbes tratadas com as
fragdes, nas concentragdes indicadas com o controle Krebs. Cada ponto representa a

media de 34 experimentos + S.E.M. *p<0.05 em comparagio com o controle.
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Figura 4.12. Registro do efeito das fragdes parcialmente purificadas sobre a
preparacdo biventer cervicis de pintainho, sob estimulagdo elétrica indireta, a
37°C. Em A, o registro representativo da resposta contratil da preparagdo incubada
somente com Krebs. Em B, C e D, as preparacbes tratadas com as fragoes, nas
concentragdes indicadas, que foram adicionadas (seta) apds 15 min de estabilizagcdo. As
respostas @ ACh (A, 110 uM) e ao KCI (e, 13,4 mM) foram obtidas antes e apds a
incubagdo com o veneno. Note que somente o pico 3 produziu bloqueio total sem inibir as
respostas a ACh e ao KCI. Estes resultados séo representativos de 3-4 experimentos.
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Figura 4.13. Efeito das fragdes parcialmente purificadas sobre a preparagcao
biventer cervicis de pintainho, sob estimulacdo elétrica indireta, a 20-24°C. O
grafico da resposta contratil em fungdo do tempo compara as preparacées incubadas com
0 veneno a 20-24°C com o controle Krebs. Cada ponto representa a média de 3
experimentos + S.E.M. *p<0.05 em comparagio com o controle.
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Figura 4.14. Efeito das fragdes parciaimente purificadas sobre as respostas aos
agonistas ACh (110 pM) e KCI (13.4 mM) em preparagdo biventer cervicis de
pintainho, apés 120 min de incubagao (média + S.E.M. de 3-4 experimentos), em
comparacdo com aquelas obtidas somente com Krebs (controle, 100%). As
preparacbes foram incubadas com as fragdes nas concentragbes e temperaturas
indicadas sob cada histograma. Os simbolos (A ) sobre o eixo de X indicam que o veneno
bloqueou totalmente a resposta ao agonista. *p<0.05 em comparagdo com o controle
Krebs.
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4.3.2. Preparacao nervo frénico-diafragma de camundongo

As Figuras 4.15 e 4.16 mostram o efeito dos picos 1, 2 e 3 na preparacdo
de camundongo. Nessa preparacgéo, o pico 3 (20 ug/ml) produziu somente um
bloqueio parcial (37.3 + 4.3; p < 0.05; n = 3) apés 120 min de incubagao, enquanto
que o pico 2 foi o mais ativo, determinando 50% de bloqueio aos 55,4 + 4.2 min e
90,0 + 10,3% de inibicdo em 120 min (20 pg/ml; n = 3). Uma alta concentracdo de
fracao, 50 pg/mi, foi necessaria para que o pico 1 produzisse algum nivel de
bloqueio (28,0 + 5,4%; p < 0.05; n = 3), pois concentragdes inferiores (10-20) nao
produziram nenhum efeito estatisticamente significante. As fragdes
correspondentes aos demais picos (4-8) nao induziram qualquer efeito significativo

(dados nao mostrados em figura).
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Figura 4.15. Efeito das preparagoes parcialmente purificadas sobre a preparacao

nervo frénico-diafragma de camundongo, sob estimulacao elétrica indireta, a 37°C.
O grafico da resposta contratil em funcdo do tempo compara as preparacoes tratadas com
as fragdes, nas concentragdes indicadas, com o controle realizado somente com a

solucao nutritiva (controle Tyrode). Cada ponto representa a média de 3-4 experimentos +
S.E.M. *p<0.05 em comparacao com o controle Tyrode.
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Figura 4.16. Registro do efeito das fragbes parcialmente purificadas sobre a
preparacao nervo frénico-diafragma de camundongo, sob estimulacdo elétrica
indireta, & 37°C. Em A, o registro representativo da resposta contratil da preparagao
incubada somente com Tyrode. Em B, C e D, as preparagdes tratadas com as fragoes,
nas concentragdes indicadas, que foram adicionadas (seta) apés 15 min de estabilizacao.
Estes resultados sao representativos de 3-4 experimentos.
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4.4. Estudo bioquimico e miografico dos polipeptidios purificados

4.4.1. HPLC de fase reversa

As duas fragcdes parcialmente purificadas mais ativas em preparagoes
neuromusculares isoladas foram fracionadas por HPLC de fase reversa. A
repurificacdo de cada fragao resultou em 6 picos (Figura 4.17), entre os quais o
segundo e o terceiro picos deram origem as fracées que melhor reproduziram os
efeitos do veneno total em preparagdo de ave, denominadas neuwieditoxina-l|
(NeuTX-Il) e neuwieditoxina-l (NeuTX-l), respectivamente. A NeuTX-I representou
cerca de 5-7% do veneno total e a NeuTX-ll, 3,5%. Apos a redugao por ditiotreitol
(DTT), cada uma delas, resultou em uma banda de aproximadamente 14 kDa
(Figura 4.18).

Na preparagao biventer cervicis de pintainho, a NeuTX-I (10 pg/ml) produziu
bloqueio neuromuscular total em 65 + 5 min (n=3), sem afetar as respostas a ACh
e ao potassio e sem produzir contraturas. A NeuTX-Il produziu bloqueio total em

85 + 5 min (n=3), sem inibir as respostas a ACh e sem induzir contratura, porém

inibiu a resposta ao KCl em 67 + 8% (Figuras 4.19, 4.20, 4.21 e Tabela 4.5).
Em relacao ao veneno total, o efeito de ambas as toxinas foi
estatisticamente diferente do veneno total aos 20 min para ambas as toxinas, e

aos 90 min e 100 min de incubacéo para a NeuTXs-l e Il, respectivamente.
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Figura 4.17. Cromatografia do veneno de B. n. pauloensis por HPLC de fase
reversa. Somente as fragbes correspondentes ao picos b e c, provenientes do pico
3, reproduziram a agéo bloqueadora neuromuscular do ve

foram denominadas NeuTX- (pico c) e NeuTX-Il (pico b).
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Figura 4.18. Eletroforese em PAGE-SDS-Tricina das fragbes ativas, NeuTX-I
(NeuTX-l) e NeuTX-Il (NeuTX-ll), antes (-DTT) e apos (+DTT) a redugao por
ditiotreitol (DTT). A direita, estio indicados os marcadores de massa molecular

utilizados.
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Figura 4.19. Efeito das NeuTXs-I e Il sobre a preparacao biventer cervicis de
pintainho, sob estimulacao elétrica indireta, a 37°C. Em A, o grafico da resposta
contratil em funcao do tempo, comparando as preparacoes tratadas com as toxinas com o
controle realizado somente com a solucdo nutritiva (controle Krebs). Cada ponto
representa a média de 3 experimentos + S.E.M. Em B e C, as preparacdes tratadas com
as toxinas, nas concentragoes indicadas, que foram adicionadas (seta) apos 15 min de
estabilizagdo. As respostas a ACh (A, 110 pM) e ao KCI (e, 13,4 mM) foram obtidas
antes e apos a incubacao com as toxinas. Note o bloqueio total produzido pela NeuTX-l
com manutencao das respostas a ACh e ao KCI na auséncia de contratura, bem como o
bloqueio parcial da resposta ao KCI induzido pela NeuTX-ll. Estes resultados sao
representativos de cada 3 experimentos. *p<0.05 em comparagao com o controle.
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Figura 4.20. Comparacéo do efeito das NeuTXs-l e Il sobre a preparagao biventer
cervicis de pintainho, sob estimulagdo elétrica indireta, & 37°C, com o efeito do
veneno total, na mesma concentracdo. Os graficos das respostas contrateis em

funcéo do tempo comparam as preparagdes tratadas com as toxinas com o veneno total e
com o controle realizado somente com a solugdo nutritiva (controle Krebs). Cada ponto

representa a media de 4 experimentos + S.E.M. *p<0.05 em comparacio com o controle.

Tabela 4.5. Tempo necessario para obtengdo de 50% de bloqueio da resposta
contratil em preparagéo biventer cervicis de pintainho, sob estimulacdo elétrica
indireta, incubada com as NeuTXs-l e Il. Os dados incluidos na tabela nao foram

estatisticamente diferentes dos demais (p<0.05). O efeito do veneno total (10 pug/ml) foi
incluido para fins de comparacao.

Amostra (50 pg/ml) Tempo para 50% de N
bloqueio (min)
Veneno total 465+ 35
NeuTX-l 40,2 +6,0
NeuTX-lI 54,0 + 8,7

Os resultados estao expressos pela média de experimentos + erro padrao.
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Figura 4.21. Efeito das NeuTXs | e Il sobre as respostas aos agonistas ACh (110
uM) e KCI (13,4 mM) em preparacao biventer cervicis de pintainho, a 37°C, apos
120 min de incubagdo (meédia + S.E.M. de 34 experimentos), em comparagao
com aquelas obtidas somente com Krebs (controle, 100%). O efeito do veneno foi

incluido para fins de comparagdo. As preparacoes foram incubadas com as toxinas nas
concentracdes indicadas sob cada histograma. *p<0.05 em comparagdo com o controle

Krebs.
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4.4.2. Determinagido da seqiiéncia amino-terminal das NeuTXs-l e li

As sequiéncias das porgdes amino-terminal das NeuTXs-I e Il sdo dadas na

Figura 4.22. Foram identificados 36 residuos de aminoacidos para a NeuTX-l e 41

residuos para a NeuTX-Il. Essas toxinas apresentaram 53% de homologia entre

si. A Figura 4.23 apresenta as abreviacbes de aminoacidos empregadas neste

trabalho, usualmente utilizadas na apresentacao de seqiiéncias de toxinas.

NeuTX-I

15

25 30 35

DLVQF GQMILEYAGRSLPES-YGAYGCYCGWGGRGK

1 5

NeuTX-1I
15

25 30 35 40

SLFEFAEKEMILEETERLPFPY.YGAYGCYCGWGGQGQPEDAT

Figura 4.22. Sequéncias das por¢goes amino-terminal das NeuTXs-l e Il. Em
destaque (cinza), os principais residuos de aminoacidos altamente conservados nas PLA;

Asp-49.

Acido Aspartico
Acido Glutamico

Alanina
Arginina
Asparagina
Cisteina
Fenilalanina
Glicina
Glutamina
Histidina
Isoleucina
Leucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Triptofano
Valina

=
0
E-H<VIVTXrTIOOTMOZAPMO

Figura 4.23. Lista de abreviagbes de aminoacidos. Em destaque (cinza), as
abreviagdes ja convencionais, as quais foram utilizadas na apresentacio deste trabalho.
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4.4.3. Comparacéo das seqiiéncias das toxinas NeuTXs | e Il com as das -

neurotoxinas e miotoxinas PLA; descritas na literatura

As Figuras 4.24, 4.25, 4.26 e 4.27 alinham as seqiiéncias amino-terminal
das toxinas NeuTXs-I e Il com as das B-neurotoxinas e PLA, miotdxicas descritas
na literatura e apresentam a porcentagem de homologia encontrada entre elas.

A NeuTX-| apresentou 57-66% de homologia com miotoxinas de venenos
botropicos (BthTX-I e Il, Bneu-l, piratoxinas | e Il, Basp-ll e BnSP-7), bem como
51-54% de homologia em relagdo a algumas B-neurotoxinas monomeéricas de
venenos serpentes da familia Viperidae (caudoxina, agkistrodotoxina,
ammoditoxina) e multiméricas da familia Elapidae (subunidade o da taipoxina e
subunidade B da textilotoxina).

A NeuTX-ll apresentou alto grau de homologia, 92%, com a Basp-lll, de B.
asper, e 61-66% de homologia em comparagao com outras miotoxinas botropicas
(BnSP-7, BthTX-I e Il, piratoxinas | e Il, Basp-ll e Bneu) e também com a ACLMT,
miotoxina de Agkistrodon contortrix laticinctus. Em relacao as B-neurotoxinas, a
NeuTX-ll apresentou 51-61% de homologia quando comparada a multiméricas
(subunidades B da crotoxina, da trimucrotoxina e da mojavetoxina) € monomeéricas

(ammoditoxina, agkistrodotoxina e caudoxina).
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5. DISCUSSAO



DISCUSSAO

5.1. Evidéncias da agdo neurotoxica e miotéxica do veneno de

Bothrops neuwiedi pauloensis

Os venenos botrépicos, por conta dos sinais clinicos observados apés o
envenenamento em humanos, nao sao considerados neurotoxicos. A insuficiéncia
respiratéria descrita em relatos clinicos (RIBEIRO et al., 1998; BUCARETCHI et
al., 2001) foi atribuida a edema pulmonar agudo. Porém, em 1993, COGO et al.
publicaram as primeiras evidéncias sobre a neurotoxicidade do veneno de
Bothrops insularis, que causou flacidez do pescogo (head-drop), perda do ténus
muscular, apnéia e morte em aves, além de produzir bloqueio da resposta a
estimulac&o indireta, precedido por aumento da amplitude da contragcdo muscular,
e aumento da freqiiéncia de potenciais de placa teminal em miniatura (PPTM) em
preparagdo neuromuscular de camundongo. Em 1996, ZAMUNER et al. relataram
que o veneno de B. neuwiedi causara head-drop, perda do tdnus e insuficiéncia
respiratéria em aves, bem como bloqueio da resposta contratil em preparagoes
neuromusculares isoladas de ave, com preservacao da resposta ao agonista do
receptor colinérgico, ACh. Em seguida, BORJA-OLIVEIRA et al. (2002)
confirmaram as observagdes feitas por ZAMUNER et al. (1996) em preparagdes
neuromusculares isoladas de ave sobre o efeito pré-sinaptico do veneno de B.
neuwiedi e verificou que esse efeito ndao era encontrado em todos os lotes de
veneno da mesma espécie; os venenos mais potentes em produzir blogueio
neuromuscular apresentaram uma banda extra em seu perfil eletroforético.

Evidenciando a ag&o pré-juncional do veneno de B. n. pauloensis, DURIGON et al.
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(submitted) relataram o aumento da freqiiéncia de PPTM e a presenga de PPTMs
gigantes em diafragma isolado de camundongo incubado com o veneno. Esses
achados demonstraram que, na verdade, alguns venenos boiropicos eram
capazes de produzir neurotoxicidade, ainda que esse fato nao tivesse sido
evidenciado clinicamente.

Em 1998, COGO et al., publicaram o isolamento de uma fragao com
atividade PLA; do veneno de B. insularis que reproduzia os efeitos neurotoxicos
pré-sinapticos do veneno total e demonstraram, ainda, que esses efeitos eram
dependentes de Ca* e de temperatura, o que conduziu a forte sugestao de que
os efeitos farmacolégicos da PLA; eram dependentes de atividade enzimatica.
BORJA-OLIVEIRA et al. (2003) também demonstraram que os efeitos
bloqueadores neuromusculares do veneno de B. n. pauloensis eram dependentes
de temperatura em preparagdo de ave e da presenca de Ca®* em preparagao de
camundongo e esses resultados levaram a suspeitas de que o veneno de B.
neuwiedi pauloensis possuisse PLA; neurotoxicas pré-sinapticas, embora a baixa
temperatura e a substituichio de Ca** por Sr** inibissem componentes
enzimaticamente ativos aleatoriamente. Varios cations divalentes, incluindo o Sr**
podem ligar-se ao mesmo sitio do Ca?*, permitindo a transmissao neuromuscular,
mas nao podem substituir o Ca®* na catalise e, portanto s3o Uteis inibidores da
atividade PLA; (SCHIAVO et al.,, 2000). Porém, a literatura & vasta em relatos
sobre PLA; neurotdxicas pré-sinapticas isoladas de venenos ofidicos, chamadas
B-neurotoxinas, as quais apresentam invariavelmente certas caracteristicas, como

as de atuarem pré-sinapticamente, possuirem atividade enzimatica e, ainda, a de
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ser sua agao neurotdxica dependente da enzimatica. Além disso, é caracteristica
da maioria dessas toxinas apresentar miotoxicidade quando em concentracdes
mais altas. Realmente, ZAMUNER (1997) observou que o veneno de B. neuwied,
em altas concentragdes (200 ng/ml), aumentava a liberagao de creatina-quinase,
atraves da dosagem da solugéo nutritiva que banhava o musculo isolado de ave
incubado com o veneno. Além disso, o veneno de B. n. pauloensis, em altas
concentragdes (10-100 ug/ml), exibiu efeitos miotéxicos, como contratura e
bloqueio da resposta ao potassio em preparagdo de ave e bloqueio das
contragbes a estimulacdo direta em preparagdes curarizadas de ave e de
camundongo. DURIGON et al. (submitted) relataram também a reducdo do
potencial de membrana em regides distantes da placa terminal promovida pelo
veneno em diafragma isolado de camundongo. Todas essas evidéncias foram
suficientes para justificar a investigagdo sobre a possibilidade de existéncia de B-

neurotoxinas no veneno de B. n. pauloensis.

5.2. Fracionamento do veneno e purificacao das fracoes

farmacologicamente ativas

Apés a purificagao do veneno total, somente as fragdes correspondentes ao
segundo e terceiro reproduziram o efeito total, determinando bloqueio
neuromuscular completo em preparagao de ave sem inibir a resposta ao agonista
colinérgico ACh. O pico 3 foi mais especifico em sua agao pré-sinaptica, pois

preservou também a resposta ao potassio, enquanto que o pico 2 a aboliu.
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Essas fragdes também foram as Unicas que exibiram atividade PLA,
confirmando a relagao entre a atividade farmacoldgica e a enzimatica. Da mesma
forma que o veneno total, o efeito das fragcdes correspondentes aos picos 2 e 3
mostrou-se dependente da temperatura. E interessante notar que o pico 3, que
apresentou uma atividade enzimatica mais pronunciada, teve seu efeito
bloqueador neuromuscular completamente neutralizado pela baixa temperatura.
Ja o pico 2, que apresentou uma atividade catalitica menor, teve sua atividade
neuromuscular apenas parcialmente abolida. Essas observagées sugerem que a
fracdo correspondente ao pico 3 apresenta uma maior relagdo entre a atividade
farmacolégica e a enzimatica.

O fato de a preparagao de camundongo ter sido menos sensivel a acao das
fragdes correspondentes aos picos ativos foi inesperado, uma vez que o proprio
veneno bruto também apresentou esse comportamento.

Apods a repurificacdo das duas fragdes ativas, picos 2 e 3, somente duas
fragbes provenientes do pico 2, picos b e c, reproduziram o efeito pré-sinaptico do
veneno total. O pico ¢, denominado NeuTX-l, produziu bloqueio completo sem
inibir as respostas aos agonistas ACh e potassio, enquanto o pico b, denominado
NeuTX-Il, bloqueou também a resposta ao potassio. Em consideracéo ao fato de
que algumas pB-neurotoxinas exibem miotoxicidade, ambas as toxinas foram
caracterizadas, apresentando, apds a redugdo por DTT, 14 kDa, para serem,

posteriormente, seqlienciadas e analisadas.
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5.3. Determinacao da estrutura primaria da porgdo amino-
terminal das toxinas neurotéxicas pré-sinapticas purificadas do

veneno de B. n. pauloensis

As proteinas sao macromoléculas contendo um ndmero variavel de
aminoacidos, unidos por ligagdes peptidicas. As cadeias assim constituidas
chamam-se cadeias polipeptidicas e, ao atingirem certa dimensao, recebem o
nome de proteina. E comum considerar proteinas os polipeptidios com peso
molecular a partir de 6.000 (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2000).

Ha proteinas cuja molécula tem apenas uma cadeia polipeptidica (assim
como as PLA; monomeéricas), enquanto outras possuem multiplas cadeias, em
geral umas diferentes das outras (como as PLA; monoméricas) (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2000). A textilotoxina, por exemplo, € uma neurotoxina pré-sinaptica
multimérica que contém cinco subunidades. FOHLMAN et al. (1976) sugeriram
que as subunidades da textilotoxina atuam como chaperones, contribuindo para o
transporte da subunidade A para o sitio-alvo no terminal nervoso, permitindo,
assim, um bloqueio mais eficiente da liberagao da ACh.

A estrutura primaria € a sequéncia de aminoacidos ao longo da cadeia
polipeptidica, especifica para cada proteina. Por convengdo, ela é escrita na

direcao amino terminal — carboxila terminal (MARZZOCO e TORRES, 1990).
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5.3.1. A estrutura primaria amino-terminal da NeuTX-I

Via de regra, a glutamina localizada na posigao 4 (Q-4) e a fenilalanina na
posicao 5 (F-5) sdo residuos altamente conservados nas PLA, Asp-49 (D-49),
assim como nas B-neurotoxinas monoméricas caudoxina (VILJOEN et al., 1982),
agkistrodotoxina (KONDO et al., 1989), ammoditoxina (RITONJA e GUBENSEK,
1985), trimucrotoxina (TSAI et al., 1995), notechis-II-5 (HALPERT e EAKER, 1976)
e notexina (HALPERT e EAKER, 1975), e nas multiméricas taipoxina (LIND e
EAKER, 1982; LIND, 1982), textilotoxina (TYLER et al., 1987), mojavetoxina (AIRD
et al., 1990) e crotoxina (AIRD et al., 1986). Esses residuos estavam conservados
na seqiéncia primaria amino-terminal da NeuTX-l. As Tabelas 1.5 e 1.6 (na
introdugao) fornecem dados referentes a classificagido de familias de serpentes e
de B-neurotoxinas. Além disso, as Lys-49 (K-49) possuem o aminoacido glutamina
na posi¢ao 11 (Q-11), ao contrario do que se observa na seqiiéncia das Asp-49
(D-49) e da NeuTX-l. Estes achados fortemente sugerem que a NeuTX-l & uma
PLA; Asp-49.

Realmente, as miotoxinas Lys-49 (K-49), tais como a bothropstoxina-l, as
piratoxinas | e Il, a miotoxina Il de B. asper, a BnSP-7 de B. neuwiedi e a
miotoxina Il de B. godmani, apresentam leucina na posigédo 5 (L-5) e glutamina na
posicao 11 (Q-11), em contraste com a NeuTX-I.

As PLA; Asp-49 (D-49) apresentam residuos altamente conservados, tais
como Y-28, C-29, G-30, G-32, G-33, P-37, D-39, D-42, R-43, C-44, C-45, H-48, D-
49, C-50, C-51 e Y-52. Pelo que pbde ser observado na seqiiéncia amino-terminal

da NeuTX-l, que apresentou-se somente até a posi¢do 36, todos os aminoacidos
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descritos acima estavam conservados. Os segmentos 44-50 (ainda desconhecido
no caso da NeuTX-I) e 28-32 representam as regiées mais diretamente envolvidas
na fungdo catalitica (ARNI e WARD, 1996). De fato, as miotoxinas Lys-49
bothropstoxina |, piratoxinas | e I, a miotoxina de B. asper e a miotoxina BnSP-7
de B. neuwiedi, que sao enzimaticamente inativas, apresentam N-28, ao invés de
Y-28, L-32, no lugar de G-32, e obviamente K49, ao invés de D-49, sendo esta
ultima substituicdo decisiva para a perda da atividade catalitica. O residuo Y-28,
presente na NeuTX-l, nas B-neurotoxinas e nas miotoxinas enzimaticamente
ativas, € importante para a flexibilidade da conformacao que estrutura o sitio de
ligagao ao Ca®* (ARNI e WARD, 1996).

A comparagao da seqiéncia amino-terminal da NeuTX-l apresentou um
nivel importante de homologia com miotoxinas de venenos botropicos, bem como
em relacdo a algumas B-neurotoxinas de venenos serpentes das familias
Viperidae e Elapidae. Porém, nao houve uma maior homologia entre a NeuTX-I,
que é proveniente de veneno botropico, familia Viperidae, subfamilia Crotalinae, e
as toxinas de venenos da mesma familia. Como exemplo, enquanto a subunidade
o da taipoxina, isolada do veneno da Oxyuranus scutellatus scutellatus, familia
Elapidae, apresentou 54% de homologia em relagdo a NeuTX, a subunidade
basica da crotoxina, subfamilia Crotalinae, apresentou apenas 43%.

Entre as miotoxinas, a NeuTX apresentou maior semelhanca com a
bothropstoxina-ll, que & também uma Asp-49, ou seja, enzimaticamente ativa.
Porém, nao foi descrito para bothropstoxina-ll efeito neurotéxico pré-sinaptico.

Apesar de também ser uma Asp-49, a bothropstoxina-ll ndo apresenta o residuo
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F-5, presente na NeuTX-| e nas B-neurotoxinas. No lugar de F-5, a bothropstoxina-
Il apresenta triptofano (W), fato que pode justificar sua baixa, embora presente,
atividade PLA;, pois os demais residuos estratégicos conhecidos por compor o
sitio de ligagdo ao Ca®, como Y-28, G-30, G-32, e especialmente D-49, além de
H-48, Y-52 e D-99, todos direta e indiretamente envolvidos na catdlise, estdo

conservados na estrutura primaria dessa miotoxina (PEREIRA et al., 1998).

5.3.2. A estrutura primaria amino-terminal da NeuTX-lI

A NeuTX-ll, apresentou, entre os 40 residuos de aminoacidos
determinados, a maioria dos residuos caracteristicos das Asp-49 (D-49) na sua
porcao amino-terminal. Apesar de nao apresentar a glutamina localizada na
posicao 4 (Q-4), exibiu a fenilalanina na posi¢ao 5 (F-5), bem como a tirosina na
posicao 28 (Y-28). A bothropstoxina-Il, por exemplo, embora seja uma Asp-49 (D-
49), também nao possui a glutamina na posicdo 4 (Q-4). E importante ressaltar
ainda que as PLA; Lys-49 (K-49) possuem o aminoacido glutamina na posic¢éo 11
(Q-11), que ndo estd presente na seqiiéncia da NeuTX-ll. Todas essas
observacoes sugerem fortemente que a NeuTX-Il é também uma PLA; Asp-49 (D-
49).

A NeuTX-Il apresentou, de longe, maior grau de homologia (92%) com a
Basp-Ill, a miotoxina lll, isolada do veneno de B. asper. A Basp-lll é uma Asp-49
altamente miotdxica. Com 66% de homologia em relagdo a NeuTX-ll, a BnSP7,
uma miotoxina Lys49 isolada do veneno de B. neuwiedi, ja foi ensaiada em

preparagcao biventer cervicis de ave e concentragdes a partir de 50 pug dessa
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toxina/ml eram necessarias para produzir bloqueio parcial das contracées
indiretamente evocadas (SOARES et al., 2000). A BthTX-l, que apresentou 63%
de homologia, foi isolada do veneno de Bothrops jararacussu e considerada como
sendo uma miotoxina por produzir mionecrose sem afetar o terminal nervoso
(RODRIGUES-SIMIONI et al.,, 1983; HOMSI-BRANDEBURGO et al., 1988).
Porém, recentemente, a BthTX-l, que produz bloqueio em preparagoes
neuromusculares isoladas (RODRIGUES-SIMIONI et al., 1983; HELUANY et al.,
1992), demonstrou atuar também em sitio pré-sinaptico ao induzir o surgimento de
potenciais de placa terminal em miniatura gigantes (OSHIMA-FRANCO, 2001).

Ao comparar a seqiiéncia da NeuTX-ll com as B-neurotoxinas, observou-se
um maior grau de homologia principalmente em relagao aquelas cujo veneno de
origem pertence a serpentes da familia Viperidae, como a crotoxina, de Crotalus
durissus terrificus, a trimucrotoxina, de Trimeresurus mucrosquamatus,
ammodytoxina, de Vipera ammodytes ammodytes e agkistrodotoxina, de
Agkistrodom halys pallas. Como ja discutido, essa relagao nao foi observada no

caso da NeuTX-l.

5.4. Proposta de classificagao baseada na estrutura e na

atividade das NeuTXs-l e |l

O fato de as NeuTXs | e Il apresentarem caracteristicas tipicas de toxinas
PLA, Asp-49 era esperado, uma vez que a fracao que lhes deu origem apresentou

atividade PLA; e sua atividade farmacolégica mostrou-se dependente da
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temperatura. Na realidade, a suspeita do envolvimento de PLA; Asp-49 no efeito
bloqueador neuromuscular do veneno de B. n. pauloensis ocorreu desde que este
feito manifestou sua dependéncia de Ca®* e de temperatura. Assim, fica
estabelecida a suspeita de certa relagcdo entre a estrutura e a atividade das
NeuTXs-l e Il

Realmente, a semelhanga das NeuTXs | e Il com as B-neurotoxinas nao é
somente estrutural. Assim como descrito por HARVEY et al. (1994), espera-se que
neurotoxinas pré-sinapticas produzam bloqueio das contragdes evocadas
indiretamente sem abolir as respostas a ACh e ao potassio efou induzir
contraturas em preparacgoes biventer cervicis de ave. Entretanto, a maioria das p-
neurotoxinas apresenta algum efeito miotoxico, embora seu efeito neurotéxico pré-
sinaptico ocorra em baixas concentragdes e seja, em geral, predominante. Neste
trabalho, demonstrou-se que a NeuTX-I realmente produz bloqueio completo da
resposta a estimulo indireto em musculo de ave, preservando as respostas a ACh
e ao potassio. J& a NeuTX-ll parece possuir um efeito miotdéxico mais
pronunciado, pois inibe também a resposta ao potassio. Esses resultados sdo
coerentes com aqueles obtidos com o veneno bruto, que produziu bloqueio da
resposta ao potassio em concentragdes acima de 10 ug/ml, que foi a mesma
concentracao utilizada nos ensaios realizados com as NeuTXs | e Il. De fato,
esperava-se que o veneno de B. n. pauloensis estudado possuisse componentes
que atuassem no sitio pré-sinaptico, bem como na fibra muscular. A notexina, uma
PLA2 Asp-49 monomérica do veneno de Notechis scutatus scutatus, é classificada

como B-neurotoxina, por seu efeito neurotéxico pré-sinaptico (KARLSSON et al.,
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1972), e também como miotoxina, por seu expressivo efeito miotoxico (LEE et al.,
1976). Em preparacao biventer cervicis de pintainho, a notexina, a mojavetoxina e
a caudoxina inibiram a resposta a ACh e produziram contraturas em altas
concentragcbes (HO, KO, LEE, 1986). A neuwiditoxina-l apresentou maior
identidade sequencial (54%) com as B-neurotoxinas caudoxina e a subunidade «
da taipoxina, toxinas mionecroéticas. O mesmo ocorreu com a NeuTX-Il em relagao
a subunidade B da crotoxina (62%), também mionecroética.

Embora as NeuTXs sejam estruturalmente mais parecidas com as
miotoxinas, todas essas miotoxinas sdo botropicas, o que pode justificar a
semelhanga estrutural. Por outro lado, o efeito farmacologico das NeuTXs é mais
semelhante ao das neurotoxinas, com as quais as NeuTXs apresentam mais de
50% de homologia, sendo que nao pertencem ao mesmo género € nem sempre a
mesma familia. Realmente, o nivel de homologia das NeuTXs-I e Il com a ACLMT,
uma miotoxina de um veneno do género Agkistrodon (JOHNSON e OWNBY,
1993), é de 50% e 61%, respectivamente, o que mostra que a semelhanca com as
miotoxinas diminui muito quando essa pertence a outro género. A caudoxina (1-10
ug/ml), B-neurotoxina monomeéricas do veneno de Bitis caudalis, familia Viperidae
e subfamilia Viperinae, em biventer cervicis de pintainho, produz bloqueio
completo sem afetar a resposta a ACh, inibindo, em preparagdo nervo frénico-
diafragma de camundongo, na mesma concentragdo, a resposta a estimulacao
indireta sem afetar a evocada diretamente. Em baixo Ca?**, ou seja, substituindo os
1,8 mM de Ca** por 0,6 mM, essa toxina produz um efeito trifasico na resposta

evocada indiretamente em nervo frénico-diafragma de camundongo, ou seja,
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inibicao imediata, seguida por aumento da amplitude e entdo bloqueio progressivo
completo e irreversivel (LEE et al., 1982). Em altas concentragdes, a caudoxina
produz bloqueio da resposta a ACh, contratura e mionecrose (HO et al., 1986).

Apesar dos inimeros esfor¢os para elucidar o mecanismo de agédo das f-
neurotoxinas, este ainda permanece sem total esclarecimento. Sabe-se que essas
neurotoxinas, tais como a -bungarotoxina, a taipoxina, a crotoxina, a notexina e a
ammodytoxina, sdo primariamente caracterizadas pela habilidade de bloquear a
liberagdo de ACh do terminal nervoso e por produzir, comumente, o chamado
efeito trifasico na liberagdo do neurotransmissor. Antes de induzir o bloqueio
irreversivel (fase 3), essas neurotoxinas produzem uma diminuicao inicial (fase 1),
seguida pelo aumento da liberagdo do neurotransmissor (fase 2, efeito
aumento da amplitude da contragdo em preparagéo biventer cervicis de pintainho
a 37°C. A 20-24°C, apesar da auséncia de bloqueio neuromuscular, a inibigao
seguida pelo aumento da amplitude tornaram-se mais evidentes. Sabendo-se que
o efeito facilitatério das B-neurotoxinas é independente de atividade fosfolipasica
(CHANG et al., 1973; CHANG et al., 1977; LANDON et al., 1980; SU e CHANG,
1981, 1984; CHANG e SU, 1982), esse resultado, ainda que pouco expressivo e
pouco conclusivo em registros miograficos, levou a suspeita da presenca de um
ou mais componentes no veneno total com um comportamento semelhante ao das
B-neurotoxinas.

A crotoxina, principal componente téxico do veneno de C. durissus

terrificus, bloqueia a transmissdo neuromuscular primariamente por um
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mecanismo pré-sinaptico, impedindo a liberacao de ACh e causando a morte por
insuficiéncia respiratéria (HAWGOOD e BON, 1990). Essa toxina € composta por
dois componentes: uma PLA; pouco toxica, chamada crotactina, e um
componente ndo enzimatico, denominado crotapotina (RUBSAMEN et al., 1971;
HENDON e FRAENKEL-CONRAT, 1971). A crotapotina potencializa a atividade
da subunidade PLA2, comportando-se como um chaperone e prevenindo a ligacao
inespecifica da PLA, com os fosfolipidios da membrana. No nivel pré-sinaptico, a
crotoxina causa o ja discutido efeito trifasico, ou seja, induzindo uma inibicao
inicial, seguida por facilitagao e finalmente bloqueio da liberagdo de ACh do
terminal nervoso (CHANG e LEE, 1977; VITAL BRAZIL e EXCEL, 1970). SU e
CHANG (1984) observaram que o terceiro efeito, isto &, o bloqueio, ao contrario da
inibicao inicial e da facilitagao, ocorria devido a uma agao enzimatica. E, de fato,
foi demonstrado que o efeito colinérgico da crotoxina era abolido quando sua agao
enzimatica era bloqueada pela substitui¢do de Ca®* por Ba®* (ativador e inibidor da
atividade PLA,, respectivamente) ou pela modificacdo quimica do residuo His-48
por BPB (p-bromophenacyl-bromide) (DELOT e BON, 1992). A alquilagao do
residuo His-48 por BPB, altamente conservado nas PLA; Asp e Lys-49 conduz
praticamente a perda total da acao enzimatica nas variantes cataliticamente ativas
e reduz siginificativamente a letalidade e a atividade miotdxica (RODRIGUES et
al., 1998; SOARES et al., 2000; DIAZ-OREIRO e GUTIERREZ, 1997; YANG e
KING, 1980; TOYAMA et al., 1998; MELO e OWNBY, 1999).

Algumas investigagoes eletrofisiolégicas preliminares indicaram que o

estagio facilitatério do efeito trifasico de algumas -neurotoxinas estava associado
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ao bloqueio de alguns tipos de canais de potassio do terminal nervoso
(PETERSEN et al. 1986; DREYER e PENNER, 1987; ROWAN e HARVEY, 1988).
Afinal, os canais de potassio voltagem-dependentes sdo responsaveis pela
repolarizacdo da membrana apés a deflagragéo do potencial de agao; o bloqueio
desses canais no terminal nervoso retardaria a repolarizagdo. Dessa forma, os
canais de calcio voltagem-dependentes permaneceriam abertos por um periodo
maior do que o normal, o que aumentaria o influxo de calcio e, conseqientemente,
a liberacao de ACh (PENNER e DREYER, 1986). Em condicdes que impediam a
atividade PLA; das B-neurotoxinas (baixa temperatura, remocdo de Ca?,
substituicdo de Ca®* por Sr**) os efeitos sobre os canais de potassio permaneciam
idénticos, indicando que a atividade PLA; ndo desempenhava qualquer papel no
bloqueio da corrente i6nica ao potassio (DREYER e PENNER, 1987: ROWAN e
HARVEY, 1988).

Recentemente, Fathi et al. (2001) investigaram a possibilidade de uma acao
inibitéria da B-bungarotoxina, taipoxina, notexina, crotoxina e amoditoxina sobre
sobre os canais de potassio voltagem-dependentes, através de registros de patch-
clamp em canais de potassio clonados, expressos em células de mamifero, e
verificaram que essas neurotoxinas ndo afetaram a corrente de potassio através
dos canais clonados. Assim, os autores sugeriram que o mecanismo do efeito
facilitatério dessas B-neurotoxinas poderia ndo estar associado com o bloqueio
direto dos canais de potassio voltagem-dependentes. Entretanto, em um estudo
anterior, GUILLEMARE et al. (1992) demonstrou que a B-bungarotoxina bloqueia

os canais de potassio expressos em odcitos de anfibio (Xenopus), o que conduz a
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conclusao de que diferentes sistemas de expressao podem afetar as propriedades
dos canais. E importante também levar em consideragdo que correntes obtidas de
canais clonados podem nao refletir exatamente o comportamento dos canais nao
clonados, ou seja, aqueles nao produzidos geneticamente (naturais). A estrutura
dos canais naturais e a dos canais clonados pode nem sempre ser a mesma € €
possivel que canais clonados percam, algumas vezes, certas proteinas
regulatérias, embora ainda estejam funcionais (FATHI et al., 2001).

As B-neurotoxinas podem ser Uteis ferramentas de pesquisa, uma vez que
podem contribuir para o entendimento dos mecanismos fisiolégicos envolvidos na
neurotransmissao. Contudo, o uso dessas toxinas tem suas limitagdes, devido ao
extenso dano que podem produzir as membranas. Como ja exposto, nao somente
o terminal nervoso é afetado; apds o contato com essas toxinas, o musculo
esquelético pode exibir sinais degeneracao ou até completa destruicao (MEBS e
OWNBY, 1990). B-neurotoxinas, tais como caudoxina, crotoxina, mojavetoxina,
notechis-II-5, taipoxina e notexina, produzem mionecrose
(GOPALAKRISHNAKONE et al, 1997). A notexina €& altamente miotoxica
(HARRIS et al., 1975) e, portanto, ndo € boa candidata a ferramenta farmacolégica
especifica para estudar o mecanismo da liberagdo. Embora a caudoxina tenha
também demonstrado causar mionecrose local, a dose requerida para tal efeito
muito maior do que aquelas necessarias para as outras PLA; basicas. De
qualquer forma, essas PLA; miotéxicas podem ser usadas também como modelo
para o estudo dos processos de degeneragdao e regeneragao das células

musculares.
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DISCUSSAO

Uma investigagdo mais detalhada da estrutura e do mecanismo de acao
das NeuTXs somente podera ser realizada apds o isolamento dessas toxinas em
quantidades maiores. Como a presenca de neurotoxicidade no veneno de B.
neuwiedi € uma caracteristica rara (BORJA-OLIVEIRA et al., 2002), é provavel
que um screening miografico com varios lotes de veneno, considerando também a
subspécie, seja necessario. O passo seguinte seria produzir um ‘pool’ constituido
pelos lotes com alta neurotoxicidade e, entdo, partir para o isolamento das
NeuTXs, que seria identificada principalmente pela seqiiéncia primaria amino-
terminal descrita neste trabalho. A determinagdo da seqiiéncia primaria completa
das NeuTXs, bem como uma analise mais profunda do seu mecanismo de acio,
podem contribuir com os estudos da relagido entre estrutura e funcido, ainda
carentes de esclarecimentos.

Enfim, pelos resultados obtidos, sugerimos que as NeuTXs | e Il sdo PLA;
Asp-49 que devem ser incluidas entre as PLA, de venenos ofidicos pertencentes a
classe Il (Crotalideos e Viperidios). Pelo nosso conhecimento, as NeuTXs | e II
sao as primeiras PLA; neurotoxicas pré-sinapticas de um veneno botrépico
purificadas, caracterizadas e seqiienciadas. A unica outra PLA2 neurotoxica
purificada de um veneno botropico, a P-IV de B. insularis (COGO et al., 1998), nao
chegou ainda a ter sua sequiéncia determinada. Sugerimos, ainda, que as NeuTXs
| e Il sejam classificadas entre as B-neurotoxinas, uma vez que atuam pré-
sinapticamente, possuem atividade PLA; e consideravel grau de homologia, no
que diz respeito a sua seqiéncia primaria amino-terminal, com essas

neurotoxinas.
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CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho conduziram as seguintes conclusées:

» O bloqueio neuromuscular total produzido pelo veneno de Bothrops neuwiedi
pauloensis, em baixas concentra¢des, na vigéncia da resposta a ACh, sugere uma
acao preferencial em sitios pré-sinapticos. Por outro lado, o bloqueio da resposta
ao potassio, a presenga de contratura, bem como o bloqueio da resposta a
estimulacdo direta em altas concentragdes, indicam que o veneno atua

diretamente sobre a membrana muscular.

» Considerando que o veneno possui atividade PLA; e que sua acado
neuromuscular é dependente da temperatura e do Ca®, sugere-se que sua

atividade farmacologica esteja diretamente relacionada a atividade enzimatica.

» Os efeitos farmacoldgicos do veneno em preparacdes neuromusculares
isoladas podem ser atribuidos em parte a presenca de duas PLA, neurotoxicas

pré-sinaticas denominadas NeuTXs | e II, capazes de produzir bloqueio total em

preparacoes biventer cervicis de ave, sem afetar as respostas a ACh.

» A semelhanca do que ocorre com as PLA, pré-sinapticas, chamadas B-
neurotoxinas, as sequéncias primarias das porgdes amino-terminais das NeuTXs-|
e Il sugerem fortemente que estas toxinas sdo PLA, Asp-49, o que, somado ao

fato de o pico que Ihes deu origem concentrar a maior atividade PLA; do veneno,
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corrobora a sugestao da estreita relagao que ha entre a atividade farmacolégica e

a enzimatica.

» Como a fragdo correspondente ao segundo pico do perfil cromatografico
resultante da purificacdo parcial apresentou atividade neurotoxica pré-sinaptica
(além da miotéxica) que nao foi recuperada apos a repurificagao, sugere-se que a
atividade farmacoldgica dos componentes correspondentes a esse pico foi perdida
durante o processo de purificagdo e que, provavelmente, ha outros peptidios
neurotoxicos pré-sinapticos presentes no veneno estudado, ainda nao

caracterizados.

» Os resultados em conjunto nos permitem sugerir que as NeuTXs-| e Il sejam
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, neurotdxicas pré-sinapticas

com atividade enzimatica.
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