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Lista de Abreviacoes — Cromatografias.

Senhadex G-75

Coluna de exclusdo molecular com matriz comnosta de dextrano

HPLC High (Pressure/ Performace) Liauid Chromatoeranhv
RP HPLC Reverse Phase HPLC (HPLC de Fase Reversa)
C18 18 High Carbon Load. High activitv silica

u-Bondanack C18

Coluna de HPLC com n-octadecvl como base da fase estacionaria

Lista de Abreviacoes - Reagentes. Sais. Tamnaoes.

AMBIC Bicarbonato de Aménio

DTT Ditiotreitol

PAGE Eletroforese em Gel de noliacrilamida

PBS Tampao fosfato em salina

SDS Dodecil Sulfato de Sodio. Lauril Sulfato de Sodio
Tampio A TFA 0.1% utilizado para cromatografia de HPLC-RP
Tamnzo B Acetonitrila 66% utilizado em cromatogerafia de HPLC-RP
TCA Acido Tricloroacético
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Lista de Abreviacoes — Simbolos e siglas

280nm Absorbancia no comnrimento de onda de 280nm

omol Picomol (10-"* moles)

ug Micrderama (10 gramas)

uL Micrdlitro (10 litros)

Cm Centimetro

Da Dalton — unidade de neso — anroximadamente o neso molecular de
um atomo de Hidrogénio.

M Molar — unidade de concentracdo (mole/litro)

mM Milimolar (10 Molar)

MALDI-TOF Dessorcao a laser assistida por matriz

m/v Porcentagem ou Pronorcdo de massa/volume.

PAGE Eletroforese em Gel de noliacrilamida.

Pico-Tag Sistema Geral de analise de aminoacidos composto por uma
estacdo de trabalho para hidrélise e derivatizacdo de aminoacidos e
por um sistema cromatografico HPLC de separacdo. deteccdo e
analise dos aminoacidos derivatizados.

RPM Rotacdes por minuto

BbilTX-I PLA, isolada do veneno de servente Bothriopsis bilineata

v/v Porcentagem ou Prooorcdo de volume/volume
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Acido Asnartico Asp D
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Tirosina Tvr Y
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Triotofano Tro W
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Resumo

O oresente trabalho anresenta a purificacdo e caracterizacio bioauimica de uma nova PLA,
neurotoxica nomeada BbilTX-I isolada do veneno da sernente Bothriovsis bilineta. Esta vroteina
foi purificada através de dois passos cromatograficos. em Sephadex G75 e HPLC de fase reversa
C18 (uBondanak Watters). A BbilTX-I ¢ uma PLA,D49. com elevada atividade catalitica. massa
molecular de 14185.48 Da . e alta similaridade na sua seaiiéncia N-terminal com outras PLA, de
veneno de serpentes.

A temperatura otima para a atividade enzimatica da BbilTX-I esta entre 25C° e 37C°. A
fracdo BbilTX-I € célcio denendente e tem a atividade enzimatica bastante diminuida auando
testada com ions divalentes. Da mesma forma como outras PLA, descritas na literatura. a
BbilTX-I mostra o pH 6timo em torno de 8. A fracdo F3 isoladas de crotanotinas crotalicas e a
fracdo DA2-II extraida do soro de Didelphis albiventris apbresentaram um efeito inibitorio de mais
de 50% sobre a atividade enzimatica da toxina Bbil TX-1.

O efeito da concentracdo do substrato 4-nitro-3-(octanoiloxi) acido benzdico sobre a
atividade enzimatica da BbilTX-I demonstrou aue a toxina ¢ uma enzima monomérica com
tendéncia alostérica sugerindo provavelmente um mecanismo de cooveratividade positiva
mnemonical.

A PLA, BbilTX-I inserida em orenaracdo isolada de biventer cervicis de pintainho
anresentou um efeito bloaueador da transmissdo nervosa na iuncdo neuromuscular. em doses de
10.20. 30 e 50ug/ml e causou 50% de bloaueio em 20 minutos com 10ug/ml. 30 minutos com
20ug/ml. 22 minutos com 30ug/ml e 20 minutos com 50ug/ml. Como ndo houve alteracdo
significativa na resposta ao KCI (usado para detectar danos na membrana celular) e a Acetilcolina
(usada para identificar atividade sobre os receotores colinéreicos nicotinicos) nodemos dizer aue
a PLA, BbilTX-I ¢ uma neurotoxina pré-sinantica ndo miotoxica. aue atua ho terminal nervoso
da sinanse neuromuscular interferindo sobre a liberacdo da ACh.

A crotanotina F3 isolada do venedo da sernente Crotalus durissus cascavella e o fator anti-
hemorragico DA2-II isolado do soro de Didelvhis albiventris inibiram em 64% e 57%
respectivamente a atividade edematizante da fracdo BbilTX-I demonstrando aue a acdo

inflamatoria desta proteina € dependente de sua acdo catalitica.



Abstract

In this present work we described the purification and functional characterization of a new
neurotoxic PLA,. named BbilTX-I from Bothrioosis bilineata snake venom. This protein was
purified bv the combination of two chromatogranhic stens. Molecular Exclusion on a Sephadex
G-75 column and Reverse Phase HPLC (RP-HPLC) on a C18 u-Bondanack (Waters) column.
BbilTX-I is a monomeric PLA,-D49 showine high nuritv degree in SDS-PAGE in both reducing
and non-reducing conditions. The ouritv of the toxin was confirmed bv MALDI-TOF mass
spectrometrv and shows a molecular mass of 14185.48 Da.

BbilTX-I posses a high catalvtic activitv unon 4-nitro-3-(octanoiloxi) benzoéic acid as a
substrate compnare with other bothronic PLA,. The ontimal temperature and nH for BbilTX-I
catalvtic activitv was determinate between 25-37 °C and around 8. respectivelv. This PLA, is
Ca™ devendent but others divalent ions sienificativelv reduce its catalvtic activitv. when pre-
incubated with the orotein. Also were tested the effects of fraction F3. crotanotin from Crotalus
durrisus cascavela. and anti-hemorrhagic factor DA2-II from Didelphis albiventris onossum sera
under ootimal conditions: both fraction showed an inhibitorv effect over the BbilTX-I catalvtic
activitv.

At different concentrations of the substrate this monomeric PLA, show an allosteric
behavior suggesting a positive coonerative mnemonical enzvme mechanism in the catalvsis.

BbilTX-I showed an inhibitor effect on neuromuscular nerve transmissions on the isolated
chick muscle biventer cervicis. At doses at 10. 20. 30 and 50ug/ml it elicited a blockade of 50%
at times of 20. 30. 22 and 20 minutes. respectivelv. The effect disnlaved bv BbilTX-I did not
interfere with the resnonses evoked bv the addition of KCI (cell membrane damage) and Ach
(functionalitv of cholinergic recepotors). thus. we can argue that BbliTX-I is a pre-svnaotic
neurotoxin impairing the Ach liberation.

BbilTX-I shows itself as an edematogenic PLA, when iniected in the mouse right footpad.
it elicited a 70% higher than of edema when compare with the control. The edemetogenic activitv
of this PLA, is related to its catalvtic activitv since both are inhibited bv F3 crotanotin and DA2-
II. 64 and 57% respectivelv.

The reoroducibilitv of biological activitv. through the pharmacologic effects. onlv is
possible bv the use of chemicallv homogeneous fractions that hold biological function integritv.

This fraction was obtain with high efficiencv methodologies like HPLC. mass spectrometrv. this

Xi



result can be associated with the biological activitv. disregarding the subiectivitv caused bv the
whole venom or bv impure fractions.

This kind of methodologies can be annlied to biochemical. structure and function.
phvsiological and pharmacological studies. which can reveal unknown mechanism in the

function-structure relationshio of snake venom PLA,.
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1. INTRODUCAO
1.1 Acidentes Ofidicos

Os acidentes ofidicos constituem-se em um problema de saude publica princinalmente
na Asia. Africa e em regides da América Latina. Na América latina. o envenenamento por
vinerideos € relevante. ndo tanto pela sua letalidade mais sim pelos seus efeitos locais. tais
como: mionecrose. dermonecrose. hemorragia. edema. dor e em casos moderados e severos
levam a alteracdes sistétmicas como coagulopatias. sangria. choaue cardiovascular e
insuficiéncia renal aguda (Gutiérrez e Lomonte. 2003).

O envenenamento ofidico é um evento comum em naises tronicais e subtronicais. onde
ndo existe a devida atencdo e ndo ha um registro enidemioldgico adeauado. Recentemente
tem sido valorizado o uso de venenos como ferramentas moleculares para o desenvolvimento
de pesauisas ou agentes teranéuticos como o Captooril. aue foi sintetizado a vartir do modelo

molecular da toxina isolada do veneno de Bothrops iararaca (Harvev et al.. 1998).

1.2 Aspectos gerais dos venenos

Os venenos de serpentes sio misturas comnlexas de substidncias bioauimicas e
farmacologicamente ativas. sendo 90 a 95% do neso seco. comnostos nrotéicos e o restante
comnreende carboidratos. cations metalicos. nucleotideos. aminas biogénicas (bradicinina.
histamina. 4-hidroxitrintamina) e niveis menores de aminoacidos livres e linidios (Kini.
2003).

Dentre os ions. podemos destacar o Calcio (Ca®") aue é um importante co-fator da
acdo de algumas enzimas proteoliticas e das fosfolinases A,. O magnésio e o zinco também
sio importantes ions para a acdo das orincinais metalonroteases do veneno como as
“trombina-simile” (Tu. 1991).

Embora serpentes da mesma esnécie possam apbresentar diferencas em relacdo a
comnosicio de seu veneno. seus comnonentes parecem ter pronorcdes comuns e similares
dentro de uma mesma familia. isto é. neurotoxinas sdo geralmente encontradas no veneno das
serpentes pertencentes as familias Hvdroohidae e Elanidae. enauanto aue toxinas
hemorragicas e mionecroéticas sdo encontradas no veneno da familia Vineridae (Matsui. et al..
2000).

As vrincinais enzimas presentes em venenos de serpentes sdo classificadas nos
seguintes erupos: oxidoredutases. elicosidases. hidrolases. proteases e linases. sendo. as

linases e proteases alvos da maioria dos estudos. No coniunto das nroteases. tem sido 1solado



e caracterizado metalonroteases chamadas hemorraginas. abundantes em venenos de sernentes
Vineridae orincinalmente nos géneros Bothrons. aue causam lesdes do tino hemorragicas
(Sanches. et al. 1987).

No eruno das linases. as acetilcolinesterases e fosfolipases sdo as enzimas mais
comumente encontradas. sendo as fosfolinases A, as enzimas mais estudadas. ndo somente
pelas suas prooriedades auimicas. mas também por sua importancia biologica (Tu. 1991).

Além das enzimas hidroliticas citadas. o veneno total também nossui outras moléculas
importantes sem atividade enzimatica. como as desintegrinas e as lectinas. As desintegrinas
possuem baixo neso molecular. e sdo ricas em residuos de cisteinas. Elas contém uma
seaiiéncia de aminoacidos Arg-Glv-Asp reconhecida nelas integrinas aue inibem a interacio
do fibrinogénio com seus receptores. As lectinas nossuem a canacidade de aglutinar células.
precivitar polissacarideos e glicooroteinas. pelo fato de se lizarem especifica e
reversivelmente a determinados carboidratos (Kamiguti ef al. 1998).

No Brasil. a maioria das serpentes venenosas pertence a familia Vioeridae (subfamilia
Crotalinae) e Elanidae. No Brasil. a familia Vineridae é renresentada nor 3 géneros princinais:
Crotalus (cascavéis). Bothrons (iararacas) e Lachesis (surucucu). O envenenamento bpor
cascavéis freaiientemente causa insuficiéncia resniratoria aguda. relacionada a naralisia
neuromuscular (Vital Brazil. 1972: Pellegrini Filho e Vital Brazil. 1976).

Desde 1986. o ministério da Saude tornou obrigatorio a notificacdo dos acidentes
ofidicos em todas as unidades da Federacdo. anesar disso a maior parte dos dados disponiveis
sobre a enidemiologia do acidente ofidico é oriundo de sub-notificacées. aue ndo refletem o
verdadeiro auadro enidemioldgico do pais. De iunho de 2007 a dezembro de 2008 foram
notificado ao ministério da Saude 26.905 casos de acidentes ofidicos. Deste total. 86 % foram
causados por serpentes do género Bothrons. 8% Crotalus. 3% Lachesis. 1% Micrurus e 3%
ndo neconhentos. A maior parte dos acidentes registrados no ministério da Saude esta na
regido Sudeste (42.62 %). seguido do Nordeste (16.99%). Centro-Oeste (15.76%). Sul
(15.27%) e Norte (9.36%) (Ministério da Satade. 2008).

As serpentes do género Bothrops. responsaveis por 70% dos acidentes ofidicos.
habitam opreferencialmente ambientes imidos como matas. areas cultivadas. locais de
proliferacdo de roedores (paiois. celeiros e deposito para racio). em zonas rurais. S0 animais
de habito crepuscular a noturno onde se tornam mais ativas. As sernentes do género Bothrops
caracterizam-se pela sua agressividade. Possuem uma ampla distribuicio geografica.

ocunando diversos ambientes desde os de clima frio (como a Serra da Mantiaueira) até ilhas



i1soladas do litoral. No Brasil. conhecem-se cerca de 32 esnécies de sernentes do género
Bothrops. destacando-se:

Bothroos iararaca. mais conhecida como iararaca. é encontrado em todo o territdrio
nacional. sendo responsavel nela maior parte dos casos ofidicos.

Bothroos iararacussu. conhecida pobularmente como iararacussu. € encontrada
princinpalmente em regides alagadas (margens de rios. lagoas. breios). é o maior exemolar de
seu género e princinalmente encontrada na regido litordnea do Espirito Santo até Santa
Catarina.

Bothrons alternatus é também conhecida como urutu cruzeiro. vive nreferencialmente
em regides altas e secas. distribuida nelos estados de Minas Gerais até o sul do pais.

Bothrons neuwiedi é mais conhecida como iararaca-pintada ou iararaca do rabo branco
sendo encontrada nas regides secas e se distribui em grande parte do territério nacional.

Bothrobos cotiara conhecida por iararaca. iararaca preta e coitiara. distribuida desde de
Sio Paulo ate o Rio Grande do Sul.

Bothrons mooieni nonularmente conhecida como caicara. € encontrada nrincinalmente
em reigides secas e auentes. é encontrado nas regides Sudeste. Centro-Oeste e Nordeste do
pais.

Bothrons pradoi é conhecida nos Estados do Esnirito Santo ou da Bahia como iararaca
¢é a esnécie nredominante nestes estados.

Bothroos piraiai. tem uma distribuicio restrita no sul da Bahia e Norte de Minas
Gerais.

Bothrons ervthomelas é distribuida desde os estados da Bahia até o Estado do Ceara.
sendo conhecida nestas regides como iararaca da seca.

Bothrops atrox conhecida como iararaca ou como surucucu denendendo da regido .
tem como habitat regides auentes e imidas (florestas) ou em regides desérticas. possuem uma
plasticidade adantativa muito grande. é o nrincinal causador de acidentes no Norte do Brasil.

O veneno botronico node ter acdes: hemorragica. edematogéncia. broteolitica.
fosfolinasica. necrosante. miotoxica e coagulante. As principais toxinas presentes em venenos
botronico nido sio igualmente distribuidas entre as diferentes esnécies (Ferreira et al.. 1992).
As duas principais acdes sdo: coagulante e necrosante. A primeira é devido a determinadas
fracdes do veneno total canazes de transformar diretamente fibrinogénio em fibrina (acdo

coaculante do tino trombina). mas a maioria dos venenos botronicos induz a coagulacdo por



via indireta. ativando o fator X e a nrotrombina da cascata da coagulacdo sangiiinea (Denson.

etal 1972).

1.3 Fosfolinase A,

As fosfolinases A, (PLA;) hidrolisam fosfolinidios de membrana na posicio sn2
liberando lisofosfolinidios e acidos graxos. O acido graxo é chamado de acido araauidonico
aue uma vez liberado da nosicio sn2 dos fosfolinidios de membrana pela acdo da PLA,. node
ser metabolizado tanto pnela linooxigenase como por uma das isoformas da ciclooxigenase
formando leucotrienos e orostaglandinas resnectivamente (Dennis. 2000). A familia das
fosfolinases A, ocorre amplamente na natureza tanto na forma intracelular auanto
extracelular.

Historicamente. as primeiras PLA,s caracterizadas em detalhes foram as pancreaticas
(mamiferos). e as de venenos de sernentes. Essas PLA, anresentam alta homologia seatiencial
e sdo evolutivamente relacionadas. formando a suverfamilia das PLA,s de baixo peso
molecular divididas nos grunos I e Il (Dennis. 1994).

Estudos com mais de 50 PLA,s de diferentes filos revelaram caracteristicas em
comum: baixa massa molecular (14 kDa). uma a- hélice amino terminal anfinatica. um “loon”
para ligacio de Ca?’. um sitio ativo e um grande numero de pontes de dissulfeto
intramolecular (geralmente sete mas existem variacdes). Estas PLA,s sdo geralmente
termoestaveis e reauerem fons Ca’" para sua atividade.

Apesar destas similaridades. certas diferencas estruturais nermitem a classificacdo
destas enzimas em dois diferentes grunos: o Gruno I aue comnreende as enzimas encontradas
princinalmente no nancreas de mamiferos e nos venenos Elanidicos e Hidrofidicos e o Gruno
II. no aual se encontram as enzimas dos venenos Vineridicos (Davidson e Dennis. 1990).

Fosfolipases A, em mamiferos além da transmissdo de sinais através da sintese de
prostaglandinas e leucotrienos possuem outras funcdes celulares como homeostasia da
membrana. manutencdo de fosfolinidios de membrana e reparo de membrana através de
deacilacdo e reacilacdo (Dennis. 1994: Winstead. 2000). Também possuem papeis importante
na fertilizacdo. oroliferacdo celular. contracdo celular. hinersensibilizacio e doencas
inflamatdrias cronicas (Kini. 2003).

As fosfolinases A, de mamiferos geralmente ndo sio toxicas e falham voara induzir
efeitos farmacoldgicos notentes. Ja as fosfolinases A, de serpentes por possuirem papvel na

digestdo de suas presas exibem uma amvola variedade de efeitos farmacologicos interferindo
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em nrocessos fisioldégicos normais (Kini. 1997). Alguns dos comnonentes mais toxicos e
farmacologicamente ativos presentes nos venenos de sernentes ou sdo fosfolinases A, ou sdo
proteinas complexas. Por exemplo. todas as neurotoxinas bpré-sinapticas conhecidas de
venenos de serpentes sdo fosfolipases A, ou contém fosfolinase A, como varte inteeral. A
habilidade em induzir efeitos farmacologicos com alta noténcia evidencia a importancia da
fosfolinase A, na toxicidade dos venenos de seroentes.

Embora uma variedade de efeitos farmacoldgicos seia induzida vor fosfolinases A,
nem todos os efeitos sdo causados nor todas as fosfolinases A, Cada enzima exibe um efeito
farmacologico especifico. As B- bungarotoxinas contém fosfolinase A, aue induz efeito oré-
sinaotico. mas nio anresenta atividade nds-sinantica. miotdxica nem anticoagulante (Gutierrez
e Lomonte. 1997).

Para exnlicar a suscetibilidade de um tecido por uma fosfolinase A, em particular na
supnerficie de células e tecidos alvos foi nronosto a nresenca de um sitio alvo esnecifico na
suverficie de células ou tecidos alvos. Esses sitios alvos sdo reconhecidos por sitios
farmacolodgicos especificos na fosfolinase A, (Figura 1) O sitio alvo e o sitio farmacologico
sdo comnlementares entre si através de complementaridade de cargas. hidrofobicidade e
interacdes de Van der Walls (Kini 2003). A alta afinidade entre os sitios alvo e farmacoldgico
determina a esnecificidade dos efeitos farmacoldgicos da fosfolinase A,

Através da lieacdo com a oroteina alvo. a fosfolinase A, pode induzir seus efeitos
farmacologicos através de mecanismos dependentes ou independentes da sua atividade
enzimatica. Nos mecanismos em aue sdo denendentes da atividade enzimatica. realizando a
hidrolise de fosfolinidios e a liberacdo de lisofosfolinidios e acidos graxos nodem causar o
efeito farmacoldgico. Nos mecanismos aue sio indenendentes da atividade catalitica. a
ligacio com a proteina alvo causa o efeito farmacoldgico nor agir como um agonista ou um
antagonista. ou por interferir na interacdo da proteina alvo com seus ligantes fisiologicos
(Kini e Evans. 1989).

As fosfolinases A, de veneno de serpentes exibem uma ampla variedade de efeitos
farmacologicos entre eles a acdo neurotoxica tanto pré auanto pos-sinantica. miotoxica local e
sistémica. cardiotoxica. efeito anticoagulante. atividade hemolitica. atividade edematogénica
entre outras (Kini 2003).

Segundo Kini (2003). as PLA, nrocedentes de veneno de sernpentes compartilham uma
similaridade em estrutura e funcdo com as enzimas de mamifero. No entanto. dentre as PLLA,

de veneno de serpente. muitas sdo toxicas e induzem um amplo espectro de efeitos



farmacologicos. Pronde-se aue as PLA; nrocedentes de veneno de sernentes nossuam uma
habilidade de se unir a um “sitio esnecifico”. devido a sua alta afinidade de se liear a
proteinas especificas aue atuam como recentores. Essa lieacdo especifica de PLA, se disnde
pela bresenca de um sitio “farmacoldgico” em sua superficie. aue é indenendente do sitio
catalitico.

A interacdo da alta afinidade da PLA, com seu receotor (proteina alvo) devem-se
provavelmente a comnlementaridade de carga. hidrofobicidade e forcas de Van der Walls. aue
se da entre o sitio farmacoldgico e o sitio alvo na sunerficie do recentor protéico.

A identificacdo dos sitios farmacologicos tem o notencial nara a exnloracio no
desenvolvimento de novos sistemas uteis. devido ao amnlo esnectro de esnecificidade em
tecidos e 6redos. nara o “direcionamento” de proteinas especificas a um tecido alvo particular
ou 0rgio.

Assim. a Figura 1 reoresenta a hinotese anresentada nor Kini. (2003):

1 — A célula alvo difere de uma célula ndo alvo (extremo direito). pela nresenca de um
sitio alvo (A). As células ou tecidos diferentes nossuem os sitios alvos distintos na superficie.
Estes sitios alvos nodem ser. uma proteina ou gliconroteina transmembrana aue se encontra
na sunerficie da célula.

2 — Temos o sitio comnlementar ao sitio alvo. o sitio farmacoldgico (F) esta nresente
na PLA, especifica. além do sitio catalitico (C). Uma PLA, ndo especifica (extremo direito)
ndo possui o sitio farmacologico (F). A natureza e a ubiauacio dos sitios farmacoldgicos na
superficie molecular das PLA, variam com a enzima.

3 — Quando se administra a PLA,. através da via intraneritoneal ou intravenoso. as
PLA, especificas procuram e se ligam as células alvos. devido a sua afinidade alta nelo sitio
alvo. Esta ligacdo esnecifica. assim como a acessibilidade do sitio alvo. denenderia da
acessibilidade da célula. De outro lado. uma PLA, nio especifica vai se ligar a muitos tinos
diferentes de células. As PLA; ndo espnecificas. assim. ndo vio lesar a célula alvo eficazmente
como a PLA, especifica.

4 —Um sistema in vitro ou ex vivo. uma célula. tecido ou 6rgdo incuba-se com a PLA,.
As PLA, especificas e ndo esnecificas nodem lesar a célula alvo e noderiam exibir “Efeitos
farmacologicos”. Isto € particularmente verdade auando a atividade enzimatica desempnenha
um papel maior. induzindo o efeito farmacoldgico. embora seiam necessarias auantidades
mais altas (ou cataliticamente as auantidades muito eficazes) de enzimas ndo especificas para

induzirem os efeitos similares das PLA; especifica.



5 — As PLA, especificas se ligzam ao alvo (ou acentor). a nroteina na membrana
plasmatica (MP) com uma alta afinidade (10 M). No entanto. também ocorre uma afinidade
baixa (10* 4 10° M) auando se lica a fosfolinidios. Os estudos de ligacdo especifica semore
indicam a afinidade alta e baixa aos sitios alvos. A afinidade € alta ao sitio alvo. e baixa
comparada a sitios de ligacdo de baixa afinidade. Os tratamentos nara destruir as proteinas
alvo nroduzem a perda da alta afinidade de se ligar. mas ndo baixa a afinidade dos sitios
alvos. Assim. as PLA, ndo especificas ligam-se aos fosfolinidios com a afinidade baixa e ndo
se liga ao sitio alvo.

6 — Vemos aue o sitio alvo € um “bom encaixe” nara o sitio farmacoldgico em
esnécies de células ou tecidos suscentiveis. Nas esnécies ndo suscentivels. aauelas aue tém
sofrido processos de mutacdes (M) ou modificacdes bpos-traducionais (MPT) como
glicosilacdes. células ou tecidos suscentiveis sdo suficientes para alterar a afinidade especifica
da PLA, com a célula alvo. Isso explica a especificidade das espécies observadas. na

habilidade das PLA, de exibir seus efeitos farmacoldgicos (Kini. 2003).
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Figura 1: Modelo pnara exolicar os efeitos farmacologicos das PLA, (Kini. 2003).



1.4 Funcio da atividade enzimatica nos efeitos farmacoldgicos das PLA,

As enzimas PLA, provenientes de veneno nodem induzir efeitos farmacologicos. os
auais nodem ser dependentes ou indenendentes da atividade hidrolitica de fosfolinidios. No
caso das atividades farmacologicas dependentes da atividade catalitica. muito dos efeitos
nodem ser causados nela hidrolise total de fosfolinidios ou pela liberacdo de lisofosfolinidios
e acidos graxos.

A hidrélise total de fosfolinidios de membrana tem registrado aleuns efeitos. tais
como: 1) Mudancas na conformacdo bioldégica das membranas: 2) Alteracdes no
compnortamento da molécula alvo. devido a mudancas em seu micro ambiente: 3) Mudancas
na nermeabilidade seletiva a ions e drogas: 4) Alteracdes na funcio do sistema recentor-
ligante. o aual depende muito do aconlamento de fosfolinidios ao sistema (Rosemberg. 1986).

Os mecanismos de inducio dos efeitos farmacologicos. os auais sio dependentes da
acdo enzimatica. sdo detalhados na Figura 1. Ao contrario. os efeitos farmacoldgicos nodem
ser induzidos pela unido fisica da enzima PLA, a molécula alvo. sendo independentes da
atividade catalitica. A unifo fisica node interferir de alcuma forma. imnedindo a unido de
metabolitos aos seeundos mensageiros. As PLA, nodem também evidenciar estes efeitos nela
acdo de aconistas. A unido das PLA, a recentores especificos node ser fundamental e
contribuir com a alteracio do estado metabdlico das células alvo. Nesta alteracio do estado
metabdlico das células alvo. pode haver liberacdo de mensageiros primarios. aue
proporcionam os efeitos farmacoldgicos observados.

Sdo dois mecanismos principais aue nodem desencadear os efeitos farmacologicos
(catalitico e farmacoldgico). Estes sdo nrovavelmente os mais importantes. nos auais as
enzimas PLA, induzem efeitos farmacoldgicos em adicdo aaueles aue foram citados aaui
(Figura 1).

No caso dos efeitos farmacologicos. estes nodem estar envolvidos (sem dependéncia)
da atividade enzimatica e assim potencializar a sua atividade farmacologica. aue pode ser
determinada pela afinidade entre a molécula alvo. o sitio farmacoldgico e a eficiéncia
enzimatica. As neurotoxinas pré-sinanticas. crotoxina e taipoxina. aue se unem a membrana
sinantosomal com alta afinidade. sdo exemnlos de toxinas altamente esnecificas. (Tzeng. et
al.. 1986).

As diferencas na poténcia farmacoldgica estio provavelmente relacionadas com a
eficiéncia enzimatica e a oreferéncia por substrato da toxina. No caso dos efeitos

farmacologicos indenendentes da atividade catalitica. existe uma absoluta afinidade com os



recentores do tecido. sendo este um fator nrimario aue determina a noténcia farmacoldgica.
No entanto. a hidrélise de fosfolinidios node intensificar os efeitos farmacologicos (Kini e

Evans. 1989a. b e ¢).

1.5 Miotoxinas

As miotoxinas nodem ser definidas como componentes naturais (usualmente peauenas
proteinas ou nentideos) do veneno de serpentes aue induzem preiuizos irreversiveis na fibra
muscular ands iniecdo em animais. Elas sdo particularmente abundantes e amplamente
distribuidas nos venenos de sernentes. norém nodem ser encontradas nos venenos de outros
organismos. Algumas toxinas agem localmente lesando a fibra muscular no local da iniecdo.
entretanto outras agem sistemicamente. causando preiuizos musculares em sitios distantes.
Mionecrose ¢ uma importante comolicacio médica da picada de sernente. Em varios casos a
mionecrose node provocar seaiielas drasticas como perda tecidual nermanente. incanacidade
ou amputacdo (Gutierrez e Onwbv. 2003). Por outro lado. miotoxicidade sistémica pode
provocar mioglobintria e insuficiéncia renal severa. uma causa freaiiente de morte por nicada
de serpente (Azevedo-Maraues ef al.. 1985).

A ranida runtura das células musculares é seguida nor uma série de eventos
degenerativos os auais sdo similares nara varias PLA, miotdxicas. indenendentemente de sua
fonte e da oresenca ou auséncia de atividade enzimatica. Ocorre um ranido efluxo de
moléculas citosodlicas tais como creatina cinase (CK). lactato desidrogenase. aspartato amino
transferase. mioglobina e creatina.

As neurotoxinas sdo comumente encontradas em venenos Elapidicos. as auais
possuem um bpanel importante no efeito letal. A dose letal de 50% (DLsg) possui valores
extremamente baixos. devido a potentes efeitos pré-sinanticos na iuncio neuromuscular.

Ja as miotoxinas ndo neurotoxicas sdo mais comumente encontradas em venenos
Viperideos. Em contraste com as neurotdxicas possuem valores de DLso altos por 1sso seu
efeito letal é de nouca relevancia (Soares et al.. 2000).

Entre as miotoxinas ndo neurotoxicas ocorre a presenca de dois tinos: PLA, D49
(Asnartato na noiscao 49 resnonsavel nelo mecanismo catalitico) a aual catalisa licacoes éster
na nosicdo sn-2 de glicerofosfolinidios e as PLA; K49 as auais sdo desprovidas de atividade
enzimatica devida a troca do aminoacido aspartato na posicdo 49 pela Lisina (Lomonte. et al ..

2003) (Figura 2).
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Ficura 2: Classificacdo e caracteristicas gerais de miotoxinas de veneno de sernentes modificada de
Lomonte et al.. 2003.

Para as miotoxinas PLA, K49 a forma pela auais essas miotoxinas afetam a membrana
plasmatica das células musculares parece ndo ser devida a acdo enzimatica sobre os
fosfolinideos. 14 aue elas ndo anresentam atividade fosfolinasica (Mebs e Owbv. 1980).

Varias evidéncias exnerimentais indicam aue a toxina node atuar através da interacdo
e desorganizacdo das bicamadas fosfolinidicas. Uma evidéncia expnerimental é aue a
miotoxina auebra linossomas feitos de fosfolinideos. indicando aue a toxina atua sobre as
membranas sem reauerer a nresenca de proteinas de membrana. O modo de acdo destas
miotoxinas indica aue ela pode penetrar na membrana através de seus sitios hidrofobicos aue
poderiam interagir com a membrana bplasmatica do musculo esauelético levando a
desorganizacio e runtura da estrutura molecular da membrana. Outro fato importante aue vem
de encontro com o proposto acima € aue as miotoxinas possuem regides catidnicas e

hidrofdbicas localizadas em um segmento "miotdoxico’ anfifilico (Kini e Iwanaga. 1986).

1.6 Neurotoxinas
As neurotoxinas nrovenientes do veneno de sernentes sdo comnonentes classicos deste e

afetam oparticularmente a i1uncdo neuromuscular. produzindo uma oparalisia flacida. No
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entanto. nem todas as neurotoxinas tém o mesmo sitio. modo de acdo ou nroduzem efeitos
clinicos similares (Rodriguez-Acosta. A. 2001).

Com respeito aos componentes neurotdoxicos dos venenos de serpentes — sendo os mais
bem descritos os da subfamilia Crotalinae. sabe-se aue muitos deles. em condicoes naturais
ndo sdo canazes de penetrar a barreira hematoencefalica. em condicdes brofundas de
alteracdes. podem alcancar o sistema nervoso central (SNC) e originar auadros patoldgicos
até agora nouco descritos (Monterrev. 2001).

Um dos maiores alvos do veneno das serpentes é o sistema nervoso somatico. em
particular a i1uncdo neuromuscular do musculo esauelético. A inibicio da transmissio
neuromuscular neste lugar nroduz naralisia da musculatura resniratoria. como o diafragma.
por exemplo. o aue leva a morte. Por conseguinte. muitas das pesauisas tém sido dirigidas

com o intuito de aumentar nossa comoreensdo sobre a acdo do veneno das serpentes e das

toxinas isoladas aue agem na iuncio neuromuscular (Hodeson W.. e Wickramaratna 2002).

Transmissio Neuromuscular

A acdo da maioria das neurotoxinas tem seu efeito revelado no sistema nervoso
neriférico. devido ao fato de ndo atravessarem a barreira hematoencefalica. No entanto. a acio
do veneno e de suas toxinas na iuncdo neuromuscular node ser discutida. A acetilcolina é o
princival neurotransmisor da unido neuromuscular esauelética. sendo sintetizada e
armazenada no terminal nervoso. A maior parte da acetilcolina empacota-se em vesiculas
(anroximadamente 80%) e difunde-se espontaneamente com a membrana bré-sinantica.
ficando o restante em solucdo no axonlasma.

As sernentes desemvolveram através de diferentes mecanismos genéticos evolutivos. a
capacidade de expressar notentes toxinas. canazes de inibir a transmissdo neuromuscular pré-
sinantica (B-neurotoxinas) e pos-sinantica (a-neurotoxinas) em determinados sitios
especificos. A neurotoxicidade nré-sinantica esta associada muitas vezes a fosfolinases A,
encontradas nos venenos das sernentes (Hodgson W .. e Wickramaratna 2002).

Um estudo dos detalhes da estrutura auimica tem revelado uma inesperada inter-relacio
entre estrutura e funcdo. O bloaueio do nrocesso fisioldégico é uma auestdo crucial a ser
examinada. assim como o conhecimento do sitio responsavel e 0 mecanismo de acdo a nivel
molecular. A acdo neurotoxica ndo se da anenas no nervo motor terminal. pois. isso também

ocorre em prenaracdes nervosas diferentes. por exemolo. em mamiferoa e aves (Tu. A. 1991).
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Inibidores da Conducio

O axonio motor. ao ser estimulado. resnonde com a resnectiva desnolarizacio. aue
envolve uma mudanca na conducio de Na". K" e Ca*". Deste modo aue aualauer substancia
canaz de alterar o movimento normal dos fons de Na e K* pode ser considerada como sendo
neurotdxica. Um dos exemnlos mais conhecidos € a tetrodotoxina. uma neurotoxina obtida do
“puffer fish”. conhecido como baiacu. e aue tem a canacidade de bloauear os canais de Na"
(Narahashi e Hass. 1967). Toxinas do veneno de escorpides também podem afetar a
condutividade do ax6nio. devido a sua atuacdo sobre os canais de sodio (Rochart et al.. 1970.

Zlotkin et al.. 1971. Strichartz et al.. 1986).

Inibidores da Transmissao Sinaotica

A placa motora na iuncdo neuromuscular € uma regido esnecializada da fibra muscular.
onde o impulso nervoso ao atingir a terminacdo nervosa pré-sinaptica. determina a sua
despolarizacdo ativando a entrada de calcio para dentro da membrana. aue sinaliza a liberacdo
do neurotransmissor. a acetilcolina. A acetilcolina é entdo liberada e combina-se com os
receptores nicotinicos pos-sinanticos. Esta ligacdo estd relacionada ao notencial de placa
terminal aue. ao atingir o limiar de excitabilidade. desencadeia o notencial de acdo muscular
aue se pronaga ao longo dos tubulos “T”. induzindo a contracio muscular. As toxinas aue
causam alteracdo ao nivel da transmissdo sinaotica npodem ser divididas em dois grandes

grunos: as neurotoxinas pré-sinaoticas e as pos-sinanticas.

Toxinas Pré-sinanticas:

Denominadas como B-neurotoxinas. estas toxinas inibem o processo de liberacdo da
acetilcolina. Como exemplo. citamos a toxina B-bungarotoxina. uma toxina comnosta por
duas subunidades de 8800 e 12400 daltons. interligadas por pontes dissulfeto (Chang et al..
1977. Kellv. 1979).

Dois tinos de neurotoxinas pré-sinanticas provenientes de veneno de sernentes tém sido
reconhecidos: 1) as B-neurotoxinas. caracterizadas pela presenca da atividade catalitica PLA,
e estabelecidas nos venenos de sernentes das familias Elanidae e Vineridae: e 2) as B-
neurotoxinas pré-sinanticas facilitatorias. incluindo a dendrotoxina. com bloaueio do canal de
potassio voltagem-dependente e a toxina antiacetilcolinesterase. o fasciculins. As toxinas do

seeundo eruno sdo vrovrias de veneno de Dendroaspis. Sao poliventidios com seaiiéncias
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homologas aos inibidores de nroteinases tino Kunitz e com as “curare-like” nos-sinanticas aue
sdo a-neurotoxinas e cardiotoxinas resnectivamente (Harvev. et al.. 1998).

Varias neurotoxinas pré-sinanticas de veneno de serpentes tém sido isoladas. Elas vém
sendo identificadas nos venenos das maiores familias de serpentes peconhentas: Elapidae.
Hvdroohidae e Viberidae. o aue indica a importancia de sua atividade. Muitas delas nossuem
atividade fosfolinase A,. cuia funcdo nrovavelmente tem evoluido. Acredita aue. além da
digestdo da presa. haia outros nanéis desta proteina. como. por exemnlo. uma aue inclui a
imobilizacdo e morte da presa. No entanto. sua atividade neurotdxica ndo tem relacio direta
com sua atividade fosfolinase A,. Nos seres humanos. a naralisia associada com estas toxinas
pnode durar nor muito temno. chegando até a trés semanas. Em aleuns nacientes envenenados.
ha a necessidade de uma prolongada aiuda na ventilacdo para sua sobrevivéncia.

As neurotoxinas pré-sinanticas nodem ser polinentidios de cadeia tinica — como. por
exemplo. notexin — ou toxinas aue consistem em subunidades multinlas. como. por exemplo:
crotoxina. Taipoxina e Textilotoxina aue consistem em dois. trés e cinco subunidades.
resnectivamente. Mas o0s venenos de sernente contém maultinlas isoformas de uma neurotoxina
em particular aue difere na seaiiéncia de um aminoacido na estrutura primaria. No entanto. a
anarente correlacdo direta entre estrutura da cadeia e noténcia torna-se matéria de discussio.
pois narece existir uma correlacio entre a estrutura da cadeia e sua unido com as subunidades
(Hodegson e Wickramaratna 2002).

No entanto. sua atividade geralmente se caracteriza por um efeito trifasico na liberacdo
da acetilcolina (uma diminuicdo. seguida por um aumento transitorio e denois um bloaueio
comnvleto). Estes dois nassos iniciais parecem ser independentes da atividade fosfolinase A, e
sdo pnarticularmente evidentes auando o fator na transmissio € diminuido. reduzindo assim os
niveis de Ca** e aumentando Me”* contidas no meio.

A atividade trifasica. auando observada em opreparacdes de diferentes musculos
anresentam diferentes formas de liberacdo da acetilcolina. Por exemnlo. embora a Paradoxin
produza uma marcada facilitacio na altura da tensdo. a fase inibitoria inicial parece estar
ausente na preparacdo nervo frénico-diafragma isolado de camundongo. Esta atividade é
similar a Notexin. onde a fase de inibicdo inicial também esta ausente na mesma nrenaracio
nervo frénico-diafragma isolado de camundongo. Mas a Taipoxin encontra-se estritamente
relacionada com a inibicdo. embora seia registrado na literatura aue a fase inibitoria na
Tainoxin e B-bungarotoxina seie notavelmente menos nronunciadas na oreparacio do nervo

frénico-diafragma isolado de camundoneo.
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A diferenca em relacio a sensibilidade das nrenaracdes nervo-musculo das esnécies no
bloaueio neuromuscular por acio pré-sinantica das neurotoxinas com estrutura fosfolinase A,.
tem sido bem documentada evidenciando aue a prenaracdo nervo frénico-diafragma isolado
de camundongo é notavelmente mais sensivel a Paradoxin (Ouadro 1). auando comparada a
prenaracdo biventer cervicis de pintainho. E a mesma ordem de sensibilidade tem sido
mostrada para Taipoxin. Textilotoxin e Notexin (Ouadro 1). as auais sdo todas neurotoxinas
de elanidios asiaticos. Em contraste. a crotoxina e a B-bungarotoxina sdo muito mais potentes
na prenaracio biventer cervicis de nintainho. Textilotoxin é considerada como a mais notente
neurotoxina nré-sinantica isolada de veneno de sernente.

Su. ef al. (1984) tem evidenciado aue a Textilotoxin (0.3ug/ml) é canaz de diminuir a
resposta contratil do nervo na nreparacdo nervo frénico-diafragma isolado de camundongo:
em 194 minutos a uma concentracdo de 0.3ug/ml e em 110 minutos na concentracio de
lug/ml. Embora tenha sido evidenciado aue 0.3ug/ml de Paradoxin sdo canazes de diminuir a
resposta contratil em 110 minutos. indicando assim aue este tino de tecido para Paradoxin é
muito mais sensivel. Um tempo semelhante (103 minutos) nara a inibicdo completa na
preparacdo nervo frénico-diafragma isolado de camundongo. tem sido renortado para
Tainoxin. embora a concentracdo fosse de 1ug/ml. Anesar dessa clara diferenca na nrenaracio
nervo frénico-diafragma isolado de camundongo. a acdo do bloaueio da tensido neuromuscular
produzida por Paradoxin (3ug/ml) e Taipoxin (3ug/ml) na orenaracdo biventer cervicis de
pintainho se mostrou auase idéntica (160 minutos).

Existem registros de aue aumentando a concentracdo de Paradoxin em 10 vezes. na
preparacdo nervo frénico-diafragma isolado de camundongo. n3o produziu um efeito
significativo no temno considerado nara diminuir a resnosta contratil. o aue sugere aue exista
uma saturacdo dos sitios especificos nara a neurotoxina. Dessa forma. devido ao mecanismo
de acdo da toxina. ndo é nossivel produzir uma inibicio completa em um temno mais curto.

E de interesse clinico saber se as neurotoxinas agem em um temno relativamente curto
(30 minutos anroximadamente). pois assim. pode-se concluir aue seu efeito ndo node ser
revertido mesmo com a acdo dos antivenenos. se este for administrado posteriormente. E
conhecido aue antivenenos testados in vitro nodem prevenir a inibicio causada nor Paradoxin
e Tainoxin auando os dois sdo colocados iuntos com os antivenenos.

Tem-se discutido a identificacdo do sitio especifico no terminal nervoso pré-sinantico
para estas fosfolinases A, neurotdxicas (Igor Krizai e Frane Gubensek. 2000). Sitios seletivos

de interacdo. aue narecem ser comuns a maioria das fosfolinases A,. tém sido identificados
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em varios tecidos. inclusive em sinantosomas de cérebro de rato (Tino-N) e em cultura de
células de musculo esauelético (Tino-M). A afinidade das neurotoxinas para estes sitios
esnecificos mostra uma boa correlacio com sua toxicidade. embora seiam identificadas sérias
e marcadas diferencas entre os sitios esnecificos nos tecidos diferentes. levando a pensar na
existéncia de uma familia de recentores nara estas fosfolinases A, neurotoxicas. De forma
adicional. tem sido demonstrado aue a interacdo de notexin com o sitio recentor especifico na
prenaracdo nervo frénico-diafragma isolado de camundongo era substancialmente reversivel.
Ja a unido da crotoxina foi ligeiramente reversivel. enauanto a da B-bunegarotoxina. tainoxin e
textilotoxin. foi escassamente reversivel.

Estudos anteriores sugerem aue as neurotoxinas ndo sdo internalizadas. embora se
acredite aue haia uma acdo interna das neurotoxinas dentro das vesiculas sinapticas.
sugerindo uma endocitose e uma hidrélise de fosfolinidios no interior da membrana. Esta
hinotese parece ter sido aceita para a maioria das toxinas ia estudadas. E isto se andia em
trabalhos aue mostram a presenca de calmodulina: uma oroteina intracelular aue age como
um acentor/recentor nara a ammodvtoxin. uma toxina nré-sinantica (Montecucco e Rossetto
2000).

Recentemente os resultados de um estudo aue analisa uma faixa de neurotoxinas nré-
sinanticas —usando a técnica de patch clamping e aleuns tinos de canais de K' clonados
voltagem-denendentes estavam expressos em linhas celulares de mamiferos — sugerem aue a
facilitacdo observada é diferente. devido a um bloaueio dos canais de K. No entanto. os
autores indicaram aue eles ndo poderiam excluir a possibilidade de aue os canais de K"
voltagem denendentes clonados. usados em seus estudos. ndo foram capazes de expressar o
sitio ou dominio especifico para as fosfolinases A, neurotoxicas ou nido se encontraram
proteinas reguladoras importantes.

Alguns estudos analisaram os efeitos neuronatoldgicos de Notexim e Taipoxin em
membros posteriores de rato. evidenciado aue. denois de produzir uma denlecio do
neurotransmissor no terminal nervoso motor. estas toxinas causam uma degeneracdo deste
terminal e do citoesaueleto axonal. Este fato foi constatado devido 70% das fibras musculares
se encontrarem comnletamente desenervadas dentro de 24 horas. com a regeneracdo auase
comvpleta dentro de cinco dias. Dentro de nove meses. ocorre. na inervacdo co-lateral. a
regeneracdo da musculatura. sendo aue resultados similares tém sido previamente reportados

para B-bunearotoxina (Hodeson e Wickramaratna 2002).
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Quadro 1 Algumas B-neurotoxinas bpré-sinanticas i1soladas de veneno de serpentes

renresentativas (Hodeson e Wickramaratna 2002).

Toxina Commosicdo de Nome comum Nome cientifico
Subunidades

Notexin Cadeia simnles Sernente tigre Notechis scutatus
Tainoxin Trés subunidades Sernente da costa Tainan | Oxvuranus scutellatus
Paradoxin Trés subunidades Sernente Tainan Oxvuranus microlevidotus
Crotoxina Duas subunidades Cascavel Crotalus durissus terrificus
Textilotoxin Ouatro subunidades Sernente marron Pseudonaia textilis
B-Bungarotoxina | Duas subunidades Sernente marina da Asia Bunearus multicinctus

Estrutura Molecular das B-neurotoxinas

As B-neurotoxinas sdo caracterizadas pela opresenca de uma fosfolinase A, ativa (EC
3.1.1.4) e. nortanto. sdo enzimas aue catalisam a hidrolise acil éster na nosicdo 2 de um 3-sn-
fosfogliceraldeido. As formas de PLA, extracelulares sdo extremamente abundantes nas
secrecdes de glandulas exocrinas. elas sdo armazenadas geralmente em elandulas de veneno
de serpentes. abelhas e escornides e sdo semelhantes as PLLA, de nancreas de mamiferos. No
entanto. muitas diferencas na atividade catalitica e estrutural nodem ser importantes (Kini.
2003).

As PLA, mostram um maior grau de similaridade na seaiiéncia de aminoacidos. o aue
indica uma alta conservacio na nosicdo de nontes dissulfeto e da estrutura tridimensional. A
funcdo orimaria destas PLA, ¢é digestiva. No entanto. um peaueno gruno de PLA,
nrovenientes de veneno de sernentes. as B-neurotoxinas. tém evoluido como notentes
neurotoxinas no bloaueio da transmissdo neuromuscular. nrimeiramente nela modificacdo na
liberacdo do neuro transmissor Ach (Tu. 1991).

Trés classes de neurotoxinas tém sido registradas basicamente pela sua estrutura
molecular:
1)B8-Neurotoxinas Monomeéricas: compostas unicamente por PLA,. Um exemplo desta classe
¢ a Notexin de Notechis s. scutatus (Bon. 1997 e Kini.1997).
2)B-Neurotoxinas Multiméricas: compostas por uma molécula de PLA, associada. sem a
presenca de pontes de dissulfeto. com uma outra molécula sem atividade enzimatica. Como
exemnplo destas neurotoxinas. node-se citar a crotoxina isolada de Crotalus durissus terrificus
(Bon. 1997).
3)B-Bungarotoxinas: as nrimeiras neurotoxinas nré-sinanticas caracterizadas
farmacologicamente foram as B-Bunegarotoxinas nurificadas de veneno de Bunearus

multicinctus (Chang e Lee. 1977). Mais tarde aleumas outras foram ourificadas de amostras

17



de venenos (Abe et al.. 1977: Kondo et al.. 1989) e outras B- Bungarotoxinas de venenos de
varias esnécies de Bunearus.

As B-Bungarotoxinas sdo comnostas de associacdo covalente. nor uma nonte dissulfeto.
sendo dois diferentes polinentidios de cadeia A e B. O nolinentidio A consiste de 120 residuos
aminoacidicos e a seaiiéncia da PLA, é homologa as PLA, de pancreas de mamifero. O
polinentidio contém 60 residuos aminoacidicos. a seaiiéncia é homologa com os inibidores de
proteinases tino Kunitz de nincreas de mamifero. venenos de sernentes e caramuio (Tu.
1991).

Alguns exemnlos de toxinas nré-sinanticas sdo também as neurotoxinas do veneno de
escornides aue atuam sobre os canais de sodio e de notassio (Rochart et al.. 1970 e Marangoni
et al.. 1995). Estas neurotoxinas também sdo encontradas em peconhas de serpentes
elanidicas e crotalicas. Sdo exemnlos de neurotoxinas elanidicas: as B-bungarotoxina. como a
notexina (Karlsson et al.. 1979): e as crotalicas. como a crotoxina (Breithaunt. 1976. Faure e

Bon. 1988 e Faure et al.. 1991).

Toxinas Pés-sinanticas:

As neurotoxinas nos-sinanticas sdo de baixo neso molecular (7 a 8 kDa) e sdo
desprovidas de atividade enzimatica (Karlsson et al.. 1979). As neurotoxinas pos-sinanticas
ou a-neurotoxinas sdo antagonistas dos recentores nicotinicos no musculo esauelético. Elas
sio também chamadas de toxinas curare miméticas. devido a sua similaridade na acio
antagonista do recentor nicotinico competitivamente com a tubocurarina. mas sua combinacio
com estes receptores se faz de forma ndo covalente (Tu. 1991).

O recentor nicotinico do musculo esauelético € uma proteina heteronentamérica.
formada por cinco subunidades. com dois sitios esnecificos de ligacdo nara a acetilcolina.
localizados na interfase entre as subunidades. Estes sitios especificos de ligacdo interagem
recinrocamente de forma coonerativa para ocunar um dos sitios esnecificos semelhantes nara
as a-neurotoxinas de veneno de sernente. inibindo a abertura dos canais 16nicos associados
com o receptor em resposta aos agonistas colinérgicos. Assim. as o-neurotoxinas bloaueiam a
transmissao nicotinica no musculo esauelético. causando a naralisia da nresa.

Em contraste com as B-neurotoxinas. as a-neurotoxinas SO se encontram nos venenos
das sernentes das familias Elanidae e Hidroohiidae. Até o nresente. cerca de 100 neurotoxinas
tem sido isoladas e seaiienciadas. Dependendo da sua seaiiéncia. as neurotoxinas nos-

sinanticas se subdividem em neurotoxinas de cadeia curta. aue consiste de 60 a 62
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aminoacidos ao longo da estrutura nrimaria e auatro nontes dissulfeto: e de cadeia longa. aue
possuem 66 a 74 residuos de aminoacidos e usualmente cinco nontes dissulfeto. No entanto.
as posicdes das auatro pontes dissulfeto sio comuns para tais neurotoxinas. tanto de cadeias
curtas auanto de cadeias longas: estas pontes na cadeia longa encontram-se localizadas entre
as posicdes Cvs30 e Cvs34. Até recentemente se pensava aue a maior diferenca funcional
entre estes dois tinos de a-neurotoxinas estava na cinética de associacio e dissociacdo com 0s
receptores nicotinicos do musculo esauelético.

Foi demonstrado aue as neurotoxinas de cadeia curta tendem a se associar com 0
recentor anroximadamente seis vezes mais ranido e se dissociar cinco vezes mais ranido aue
as neurotoxinas de cadeia longa. Tem também sido mostrado aue as neurotoxinas de cadeia
longa ligam-se aos receptores neuronais nicotinicos com afinidade muito mais alta do aue as
neurotoxinas de cadeia curta. A toxina de Laticauda colubrina (serbente Elanidae Asiatica)
tem sido considerada como uma toxina de cadeia longa. sendo este dado baseado na
seaiiéncia de aminoacidos (estrutura primaria) e nos respectivos estudos de homologia
seaiiencial. faltando. norém. algumas nontes dissulfeto nesta. Embora funcionalmente elas se
comportem como neurotoxinas de cadeia curta com unido aos recentores nicotinicos. esta
classificacdo funcional das a -neurotoxinas ainda reauer uma caracterizacio farmacologica
mais detalhada. anesar destas serem semelhantes no musculo esauelético e nos recentores

neuronais nicotinicos (Hodgson e Wickramaratna 2002).

Neurotoxinas: Ferramentas Moleculares

Pentideos com atividade toxica bproveniente do veneno de origem animal. de
microorganismos ou vegetais. tém sido largamente utilizados no estudo dos mecanismos de
acdo e dos processos metabolicos. pois estes pentideos interagem especificamente com
receptores. inibindo ou estimulando varias funcdes celulares. constituindo-se. portanto. como
ferramentas moleculares valiosas dentro da fisiologia e farmacologia.

As toxinas em geral. bem como as neurotoxinas em bparticular. também tém sido
utilizadas como sondas com diferentes finalidades. por exemnlo. a sintese de novas drogas.
agentes teranéuticos (tubocurarina e a toxina botulinica) ou na forma de medicamentos como
o Captooril. sintetizado a partir do modelo molecular da toxina isolada do veneno de Bothrops
jararaca (Harvev et al.. 1998).

Atualmente. sabe-se aue as neurotoxinas provenientes da neconha de Crotalus durissus

terrificus poderiam atuar ndo somente na iuncio neuromuscular. mas também em células B de
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ilhotas de Langerhans isoladas de ratos. estimulando-se em condicdes exnerimentais a
poténcia da secrecdo de insulina. Assim. descobriu-se aue os isdmeros de crotamina nodem
potencializar a secrecdo de insulina. nrovavelmente utilizando-se de sua interacdo especifica
com os canais de sodio.

Existem neurotoxinas — tais como a crotamina. miotoxina. cardiotoxinas. melitina e as
fosfolinases A, — aue sdo toxinas aue exibem grande potencial para sua utilizacdo como
ferramentas moleculares no estudo de determinadas natologias. como a mionecrose. Estudos
realizados nor Rodrigues-Simioni et al. (1995) e Prado-Franceschi (1998) mostraram aue a
Bothrosntoxina-I € uma miotoxina com estrutura de PLA, (Cintra. et al..1993). mas sem
atividade catalitica. Esta toxina node interagir com canais de sodio tetrodoxina denendentes.
para provocar o efeito bioldgico. a mionecrose. sendo aue esta toxina também é canaz de
promover a liberacdo de Ca®*" do reticulo sarconlasmatico. interagindo entdo diretamente com
0s canais ou com outro recentor. Do ponto de vista toxicologico. as sernentes neconhentas do
Brasil da familia Vioeridae pertencem a trés géneros: Bothroos. Crotalus e Lachesis. E. da

familia Elavidae. temos o eénero Micrurus.
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1.14  Bothrionbsis bilineata

E uma espécie endémica da floresta amazonica. tendo sua distribuicio geoerafica por
toda a regido Amazonica: Bolivia. Brasil. Peru. Eauador. Guiana Francesa. Guiana. Suriname
e Venezuela. Sdo serpentes de habito arboricolas conhecida como iararaca verde e aue é
encontrada em zonas de matas e na Amazonia e possuem habitos alimentares noturnos.
usualmente os adultos atingem até 120cm. Seu corno possui uma cor esverdeada na parte
dorsal e um verde mais forte na parte da cabeca. Apresenta uma faixa amarela aue nercorre
por todo o seu corno. Ndo é uma esnécie agressiva mais ataca auando se sente acuada ou
perturbada. Alimenta-se de nassaros. neauenos mamiferos. e aleuns roedores de neaueno
porte (Mcdiarmid et al. 1999).

O veneno desta sernente anresenta como caracteristica uma alta atividade fosfolinasica
A, e uma alta exporessdo da atividade neurotoxica em relacdo a outros venenos Bothrévicos
(Ouadro 2).

Ouadro 2: Tempo reauerido nara 50% de bloaueio das contracdes musculares em

prenaracdo “ex vivo” biventer cervicis incubadas com neconhas botrdpicas.

Sernente Concentracdo (ug/mL) Temno (min) nara 50% de
bloaueio das contracdes
B. bilineata 50 20
B. insularis *** 80 44
B. neuwiedi* 50 45
B. ervthromelas* 50 87
B. mooieni* 50 95
B.iararaca* 50 1073
B. iararacussu* 50 > 120

*  Zamunér et al.. 2004
*** Cogo etal.. 1993

Nossos estudos iniciais revelaram a oresenca de um fator ou fatores neurotdxicos no
veneno total canaz de levar a diminuicio da resnosta contratil induzida por eatimuloa elétricos
no modelo “ex vivo” biventer cervicis de pintainho com poténcia suverior a de outras
serpentes do género Bothrops (Ouadro 2). mas aue nio afetou a resnosta a acetilcolina e ao
potassio. excluindo assim o envolvimento de efeito nos-sinantico ou muscular direto. criando
uma grande expectativa pelo isolamento. ourificacdo bioauimica e bioldgica do fator
resnonsavel nor este efeito: sem desconsiderar a nossibilidade de se tratar de uma PLA,. com
efeito neurotoxico. similar a encontrada em B. insularis. o aue nos motivou a pronor
desenvolver o bresente proieto. aue poderia prover novas informacdes bioauimicas e

farmacologicas sobre a peconha desta serpente e seus componentes.
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2. OBJETIVOS

2. Obietivos Gerais
O obietivo eeral deste trabalho € isolar e caracterizar fisico-auimicamente uma nova
PLA, do veneno de Bothrionsis bilineata. Sera realizado o estudo e a avaliacdo farmacologica

de neurotoxicidade. atividade inflamatoria (edema) e citotoxicidade.

2.1 Obietivos Especificos

o [solamento e caracterizacio de uma PLA, D49 presentes no veneno de Bothriopsis
bilineata. através de cromatografia convencional e de alta eficiéncia HPLC. eletroforese SDS-
PAGE. espectrometria de massas (MALDI-Tof). analise de aminoacidos e estudo de

homologia seatiencial da reeido N-Terminal.

o Estudo da atividade cinética da PLA, através da determinacdo da atividade PLA,.
efeito da concentracdo do substrato. pH. temperatura. ions divalentes. e inibidores protéicos:

crotanotina crotalica e fator anti-hemorragico de soro de Didelphis albiventris DA2-II.

o Avaliacdo farmacoldgica da PLA, nrocedente do veneno de Bothriopsis biliniata
através do estudo da atividade neurotdxica “inm vitro” na preparacdo biventer cervicis de

pnintainho.
o Avaliacio da atividade inflamatoria (edema) frente aos inibidores oroteicos: fator
anti-hemorragico DA2-II i1solado do soro de Didelphis albiventris da crotanotina F3 de

Crotalus durissus cascavella.

o Estudo da atividade citotdoxica da PLA, isolada do veneno total de Bothriovsis

biliniata em mioblastos e miotubos C2C12.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Veneno

O veneno total de Bothriovsis bilineata foi cedido oelo Prof. Dr Ronald Navarro
Oviedo. do Laboratdrio de Ouimica Biologica. da Escola Académica e Bioldgica de Biologia

da Universidade Nacional de Sdo Aeustin de Areauina — Peru.

3.2  Animais

Foram utilizados para os ensaios bioldgicos camundongos machos Swiss (18 a 20¢2) e
pintainhos de 6 a § dias obtidos no CBMEG UNICAMP. Todos os ensaios bioldgicos foram
feitos com autorizacio da Comissdo de Etica para a Experimentacio Animal (CEEA-IB-

UNICAMP protocolo n° 1503-1)

3.2 Purificacio das toxinas de Bothriovsis bilineata.
3.2.1 Cromatografia de Exclusio Molecular Senhadex G-75.

Cinauenta miligramas do veneno total foram homogeneizados em Iml de tamnio
bicarbonato de amonio 1M. Esta solucéo de veneno foi entdo centrifugada a 9000 rom por 3
minutos para clarificacdo. O sobrenadante obtido foi entdo anlicado a coluna de exclusio
molecular contendo a resina Sephadex G-75. nreviamente eauilibrada com AMBIC 0.2 M. A
coluna ¢ eluida com tamoéo bicarbonato de amonio 0.2M a um fluxo constante de 0.25ml/min

e monitorado a 280 nm. As fracdes foram coletadas. liofilizadas e armazenadas a —20°C.

3.2.2 HPLC de fase reversa

A fracdo com atividade PLA, (fracdo II). obtida na cromatografia em Sephadex G-75
foi purificada em HPLC de Fase Reversa. O sistema cromatografico usado foi o HPLC - PDA
991 (Waters). eauinado com duas bombas Waters modelo 510/B. um inietor automatico de
amostras U6K com um “loon” de 200 ul e uma coluna u-Bondanak C-18 0.78 X 30cm.
previamente eauilibrada com acido trifluoroacético 0.1%. oH 3.5. Foram anlicados 5mg da
fracdo dissolvidas em 120ul de tampdo A (TFA) e 80ul de AMBIC 1M. A eluicdo das
amostras foi realizada usando-se um gradiente linear (0 — 100%) com Tamndo B. A corrida
cromatografica foi realizada a um fluxo constante de 1ml/min e monitorada a absorbancia em

280nm.
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3.3  Eletroforese em PAGE-SDS

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada seeuindo-se a metodologia
descrita por Laemmli (1970). As placas de poliacrilamida feitas de modo descontinuo
anresentam um gel de concentracdo de 5% e um gel de corrida de 12.5%. As placas foram
preparadas utilizando-se uma solucdo de acrilamida estoaue (30%T. 0.8%C). O gel de
concentracdo a 5% foi preparado utilizando-se o tamondo Tris-HCI 0.5M. pH 6.8 e o cel de
corrida foi feito utilizando-se o tampndo Tris-HCI 1.0M. pH 8.8. Em ambos os géis foram
acrescentados 0.1% (v/v) de SDS 20%.

A eletroforese PAGE-SDS foi realizada em um sistema dunlo de mini nlacas SE 250
Mightv Small II (Hoefer Scientific Instruments). As amostras e os marcadores de massa
molecular foram dissolvidos em tampdo de amostra (Tris-HCI. 0.075M. pH 6.8: 10% de
glicerol: 4% de SDS: 0.001% de bromofenol). A corrida eletroforética foi realizada a 30 mA.
Os géis foram corados com solucdo de Coomassie Blue 0.05% a 37°C. o excesso de corante

foi removido em acido acético 7%.

3.4 Analise de aminoacidos

A analise de aminoacidos foi realizada no analisador automatico de aminoacidos PICQO
TAG (Sistema Waters) seeuindo a metodologia descrita por Henrikson e Meredith (1984). Os
aminoacidos derivados (PTC aminoacidos) das amostras foram identificados. em uma coluna
de fase reversa. de acordo com o tempo de retencdo dos PTC-aminoacido padrdo. Para
estimativa da composicio global. a analise de comnosicido de aminoacidos foi realizada de

acordo com método descrito nor (Ponce-Soto et al 2006).

3.5 Seauenciamento N-terminal

A seaiiéncia de aminodcidos da regido N-terminal da toxina BbilTX-I. reduzida e
carboximetilada. foi realizada de forma direta através de um seatienciador automatico modelo
Procise f 491 da Aoolied Biosvstem. Os PTH aminoacidos foram identificados em um
analisador automatico de PTH aminoacidos modelo 120A (Aonolied Biosvstem) de acordo

com o tempo de retencdo dos 20 PTH aminoacidos nadrdes.
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3.6 Analise nor Esnectrometria de Massas Maldi-Tof (MS)

A massa molecular da toxina BbilTX-I foi analisada nor Esnectrometria de Massas.
utilizando-se um Vovager DE PRO MALDI TOF mass soectrometrv (Apolied Biosvstems.
Foster Citv. CA. USA). 1ul da amostra em TFA 0.1% foi misturada em 2ul. da matriz. A
matriz foi preparada com acido a-ciano-4-hidroxi-cinnamico (Sigma). 60% acetonitrila e
0.1% v/v TFA. E a massas foi analisada sob as condicdes secuintes: aceleracdo de voltagem
25 kV o laser aiustado a 2890 mJ/com2 em 300 ns e o modo de analise é linear (Ponce-Soto.

etal.. 2007).

3.7 Atividade Fosfolinasica A,

A determinacdo da atividade fosfolinasica foi realizada seeundo o método descrito nor
Cho e Kézdv (1991) e Holzer e Mackessv (1996). modificado nara placa de 96 nocos (Ponce-
Soto. et al.. 2002). O substrato € o acido 4-nitro-3-(octanoiloxi) benzdico. Foram utilizadas
amostras com uma concentracido de 0.1 me/ml de amostra. no caso do veneno total. e
fosfolinase A, isoladas. As amostras foram incubadas iunto com o tampodo de reacdo (Tris-
HCI 0.IM Ca®* 0.01M pH 8) por 30 minutos. Apds o tempo de incubacdo. a reacdo

enzimatica foi1 lida em um esnectro a 425 nm de absorbéancia.

3.8 Efeito da concentracio de substrato na atividade PLA,
Esse ensaio foi feito variando-se a concentracdo do substrato 3-nitro-4(octanoiloxi)

acido benzoico de acordo com o método 3.7.

3.9 Efeito do nH na atividade PLA,

O efeito do pH sobre a atividade PLA, foi realizado em meios de reacdo nrenarados
com diferentes valores de pH (4.0-10.0). sendo aue a determinacio da atividade PLA, e a
concentracdo da enzima idéntica ao item 3.7 e nara cada nH foi feito um controle. Os tamndes
utilizados nesse exnerimento foram: tamoao citrato de sédio-HCL pHs 4.0: 5.0 e 5.5. tamnéo
fosfato-NaCl nHs 6.0: 7.0. tampdo Tris-HCI pHs 8.0: e tampéo elicina-NaOH pHs 9.0: 10.0.

resnectivamente.

3.10 Efeito da temperatura na atividade PLA,
O exnerimento para a observacdo do efeito da temveratura sobre a atividade PLA, foi

realizado segundo método descrito em 3.7 com ensaio padrdo contendo: 100ul de agcua
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deionizada. 1000ul de tampnio (Tris-HCI 10mM. NaCl 100mM. nH 8.0) e 100ul de PLA,. A

temperatura varia de 25°C-44°C e foi mantida por 20 minutos e foi lida em secuida a 425nm.

3.11 Efeito dos ions bivalentes na atividade PL A,.
A atividade PLA, na nresenca de ions bivalantes. como Ca’". Mn*". Me*". Zn*". e

Cd*" foi determinada seeundo método descrito em 3.7.

3.12 Efeito inibitério nor crotanotinas crotalicas

Para avaliacdo do efeito inibitorio das crotanotinas obtidas foi utilizado os mesmos
protocolos para determinacdo da atividade fosfolinasica A,. A PLLA, isolada. 1 me/ml. foi nré-
incubada por 20 minutos no tamondo de reacdo com crotanotina de Crotalus durrissus
cascavela na razdo de 1:1 (M/M). o meio de pré-incubacdo foi o mesmo do ensaio
enzimatico sem enzima. Apods este temno de incubacdo as amostras de PLA; e crotanotina
foram colocadas no meio de reacdo. A velocidade da reacdo enzimatica é expressa em

(nmoles/min/meg) de nroduto formado.

3.13 Medida da atividade neurotéxica em misculo biventer cervicis de nintainho

A preparacdo foi isolada e montada de acordo com o método de Ginsbore e Warriner
(1960). Os pintainhos foram anestesiados com éter etilico e. anos o isolamento. o musculo foi
suspenso em uma cuba de 5ml. contendo solucdo nutritiva de Krebs. com a seguinte
composicio em mM: NaCl 118.6: KCl 4.69: CaCl, 1.88: KH,PO, 1.17: MeSO4 1.17:
NaHCO; e C¢H 1206 11.65. A solucdo foi areiada de modo constante com carbogénio (mistura
95% O, e 5% CO,) e mantida a 37C°. A prenaracio foi submetida a uma tensfo constante de
0.5¢ e estimulada nor meio de eletrodos binolares (estimulacdo de campo). Foram aplicados
pulsos sunramaximais de 0.1Hz de freatiéncia e 0.2ms de duracdo (estimulador Grass S48).
As contracdes musculares resultantes de estimulos elétricos maximais e as contraturas em
resposta a adicio de KCI (13.4 mM) e ACh (110 uM) foram registradas em fisiéerafo Gould
RS3400. por meio de transdutores isométricos Load Cell BG-10 GM. Os registros das
contraturas nara KCl e ACh foram realizados com auséncia de estimulacdo elétrica. no inicio
(antes da adicdo de veneno) e no final do exnerimento (anos 120 min de incubacdo com o
veneno). As concentracoes de toxinas isoladas utilizadas foram 10. 20. 30 e 50ug/ml (Ponce-

Soto et al. 2007).
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3.14 Determinacio do efeito citotéxico em cultura celular de mioblastos e miotubos
(C,C12) da PLA2 BbhilTX isolada a nartir do veneno de Bothrionsis bilineata.

Determinou-se o efeito citotoxico em cultivo celular de mioblastos C,Cj,. por acdo da
PLA, BbilTX de Bothriovsis bilineata.

Uma micro-placa de 96 nocos foi utilizada como desenho experimental. escolhendo-se
um n3. correspondente a 3 pocos previamente preenchidos com uma cultura celular de
mioblastos C,Ci,. em um meio DME com 10 — 15% de soro fetal bovino (SFB) a 37°C e CO,
5% (50ul) nreviamente incubado em uma estufa de cultura celular.

Desnois de retirar 150ul de meio (sobrenadante) foi acrescentado 150ul de amostra
previamente dissolvida em PBS. contendo as seguintes concentracdes: 5. 10. 20 e 40 ue.
Consideram-se dois tinos de controles: positivo em presenca de Triton X-100 (+) e negativo
so na presenca de meio de cultura de DME contendo soro fetal bovino a 1% (-). afim de noder
estabelecer narametros percentuais (%) de 0 a 100% de auantificacdo de lactato desidrogenase
(LDH). Denois de 3 horas. retirou-se. de cada noco. 100 ul do sobrenadante. sendo estimada a
liberacdo da enzima lactato desidrogenase (LDH). liberada como resultado da lise celular bor
acdo da toxina.

O meio de reacdo contém 1ml do substrato nrenarado de acordo com o indicado nelo
kit do fabricante (LDH-P UV Método UV otimizado SFBC Lab. Winer). nreviamente
incubado por dois minutos a 30°C. Logo se acrescenta 80 ul do sobrenadante. depois
incubado por 3 minutos anproximadamente. E. em seguida. 1é-se a absorbancia a 340 nm.

Posteriormente ao valor obtido como negativo. transformou-se em simples positivo e
multiolicou-se por 1000. O valor obtido é convertido em valor porcentual (%). em relacdo ao

controle nositivo maximo encontrado com o Triton X-100.

3.15 Determinacio da atividade inflamatéria (Edema de pata).

Para o nresente exnerimento. foram utilizadas uma solucéo stock inicial de 400g/ml de
PBS (20ug/50ul). Denois foram feitas diluicdes. tomando-se 500ul da nrimeira e mesclando-
se com 500ul de PBS (10ug/50ul). Logo se tomou 500ul dessa e mesclou-se com outros
500ul de PBS (5ug/ul). E finalmente € feita a ultima diluicdo sob o mesmo nrocedimento pnara
alcancar uma concentracdo de 2.5ug/50ul.

Inocula-se. via intranlantar 50ug/50ul. erunos de cinco camundongos de 18 a 20 ¢ de

peso. determinando-se. 30 minutos. 1 hora. 3 horas. 6 horas e 24 horas anos da iniecdo. a
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norcentagem de edema produzido. mediante compnaracdo entre o aumento em mm da pata

inoculada com a toxina e o aumento da nata inoculada com solucio de PBS.

3.16 Avaliacio do efeito inibitorio do fator anti-hemorragicos DA2-II isolado do soro de
Didelphis albiventris sobre as atividades bioldgicas da miotoxina isolada.

Foi avaliado o efeito do fator anti-hemorragico isolado do soro de Didelvhis abiventris
(Gamba de orelha branca) na atividade edematogénica da PLLA, isolada. A fracdo isolada foi
pré incubada com o fator anti-hemorragico DA2-II por 30 minutos a 37°C em diferentes
pronorcdes de fator anti-hemorragico/PLA; (neso/veso: 4:1: 2:1: 1:1: ou 0.5:1). denois a PLA,
ou a mistura (PLA,/fatores anti-hemorragicos) serdo aonlicados segundo as metodologias

descritas em 3.15.
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4. RESULTADOS
4.1 Perfil cromatografico de exclusio molecular em uma coluna de Senhadex G-75

O perfil cromatografico do veneno total de Bothriovsis bilineata. mostra a bresenca de
trés picos maioritarios os auais foram denominados como 1. 2 e 3 respectivamente.

Foram avaliadas as atividades PLA,. sendo detectada no nico 2 (Figura 3). o aual foi

submetido para uma maior opurificacio a uma nova etana cromatografica em sistema de

HPLC.
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Figura 3: Perfil cromatografico da nurificacio do veneno total de Bothrionsis bilineata 50mg foram
anlicados em uma coluna de Sephadex G-75. A corrida foi realizada com tamndo bicarbonato de
amonio (0.2M pH 7.8). a um fluxo constante de 0.25ml/min. A figura 3 mostra a cromatografia do
veneno total de Bothriopsis bilineata. sendo os nicos denominados como 1. 2 e 3 resnectivamente. As
fracdes foram coletadas. agrunadas e posteriormente liofilizadas. O pico destacado contém a atividade
de PLA2 .
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4.2 Perfil cromatografico em HPLC de fase reversa

A Figura 4 mostra o verfil cromatografico da fracio 2. obtida previamente. da
purificacdo de exclusdo molecular em Sephadex G-75. A aual foi submetida a uma coluna u-
Bondanck C-18 (0.78 cm X 30 cm) prevarativa (Waters). aconlada a um sistema de HPLC de
fase reversa.

Verificam-se a nresenca de 5 picos os auais foram denominados como 2-1. 2-I1. 2-1IL.
2-1V e 2-V. Dos cinco nicos obtidos sé o nico 2-111 anresenta atividade PLA,. e para garantir
sua homogeneidade molecular. foi re-purificado novamente em uma coluna u-Bondanak C-18
(0.78 cm X 30 cm) nrenarativa (Waters). aconlada a um sistema de HPLC de fase reversa

(Figura 4. figura inserida).

O vpico 2-III foi denominado como BbilTX-I e foi utilizado para a respectiva

caracterizacio fisico-auimica auanto bioldgica.
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Figura 4. Perfil cromatoerafico da nurificacio da fracdo 2 utilizando uma coluna u-Bondanack C-18
(Waters) aconlada a um sistema de HPLC de fase reversa. Sme da fracdo 2 foram dissolvidos em 200
uL de TFA ao 0.1% e foi anlicado em uma coluna u-Bondanck C-18 (Waters). A eluicdo da amostra é
realizada usando-se um gradiente linear continuo de concentracdo do tamndo B (Acetonitrila 60%.
TFA 0.025%). O fluxo é mantido constante a 1ml/min. O monitoramento da corrida cromatografica é
realizado a 280 nm de absorbancia. O nico destacado corresnonde a fracdo BbilTX-1.O erafico
inserido mostra o grau de nureza da fracdo Bbil TX-1.
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4.3 Eletroforese em SDS-PAGE da fraciao BbilTX-I

O nverfil de massa molecular em PAGE-SDS da fracdo BbilTX-I é mostrado em
condicdes reduzidas (com a presenca de DDT. onde a proteina se encontra desenoveladas) e
ndo reduzidas (sem a oresenca de DDT) (Figura 5.A.B pista 2) e abresenta uma unica banda
protéica com mobilidade molecular restrita. indicativo de homogeneidade molecular. Possui
massa molecular relativa de ~15KDa em relacio aos marcadores de massa molecular ( Figura
5.AB pista 1).

Nas condicdes reduzidas e ndo reduzidas a presenca de uma unica banda orotéica é

indicativo também de aue essa PLA, nossui uma tinica cadeia nolinentidica.
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Figura 5. Eletroforese em egel de noliacrilamida 12.5% (M/V). (Fig.5.A. nista 2)- BbilTX-I em
condicoes ndo reduzidas. (Fig.5.B. vista 2)- BbilTX-I em condicbes reduzidas. Mk — Pista 1: 6
marcadores de massa molecular: Fosforilase b — 94. Albumina — 67. Ovoalbumina — 43. Anidrase
carbonica — 30. inibidor de trinsina — 20.1. o Lactoalbumina 14.4. A corrida foi realizada com
amperagem constante de 30 mA. Os géis foram corados com solucdo de Coomassie Blue 0.05% a
37°C. o excesso de corante foi removido em acido acético 7%.
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4.4 Avaliacido da atividade PLA,.
A medida da atividade PLA, foi realizada seeundo Cho e Kézdv (1991). Holzer e

Mackessev (1996) e adantado para micro-placa nor Ponce-Soto et al.. (2006) usando o 4-
nitro-3-(octanovloxv) acido benzdico como substrato cromogénico.

A atividade PLA, para o veneno total de Bothrionsis bilineata ¢ de 8.15 + 1.24
nmoles/min e vara a fracdo BbilTX-I foi de 24.75 + 2.68 nmoles/min respectivamente.
mostrando assim a fracdo uma maior atividade enzimatica auando comparada com a atividade

do veneno total (Figura 6).

Este fato evidencia a otimizacdo no processo cromatoerafico. pois foi canaz de
mostrar ndo soO a integridade das moléculas. mas ao mesmo tempo a preservacio da atividade

catalitica.
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Fiaura 6 Atividade PLA, oroveniente do veneno total de Bothrionsis bilineata (VT) e da
fracdo BDbilTX-l. utilizando o 4-nitro-3-(octanovioxv) acido benzoéico como substrato
cromoaénico. n=3.
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4.5 Estudos da atividade cinética da PLA, BbilTX-I
4.5.1 Efeito da concentracio de substrato na atividade PLA, BbilTX-I

O efeito da concentracdo do substrato na atividade PLA, da BbilTX-I sobre o
substrato 4-nitro-3-(octanovloxv) acido benzoico mostrou aue a PLA, tem um
comportamento com tendéncia alostérica devido ao perfil abresentado no inicio da curva

(Figura 7. fieura inserida).
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Fisura 7. Efeito da concentracio do substrato acido 4-nitro-3- (octanoiloxi) benzdico na atividade
PLA, da BbilTX-I. O ensaio foi realizado conforme descrito no método 3.7 variando-se a
concentracdo de substrato. Os experimentos foram realizados em trinlicata e as barras representam o
desvio nadrdo. Grafico inserido: detalhes a baixa concentracdo de substrato.
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4.5.2 Efeito do nH na atividade da PLA;, BbilTX-I
O pH 6timo da PLA, BbilTX-1. foi determinado. incubando a enzima em diferentes

pHs (4-10) sendo feito um controle nara cada pH. O pH 6timo nara a PLA2 BbilTX-I fo1 8.0

como mostrado na Fieura 8.
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Ficura 8. Efeito da variacio de nH sobre a atividade PLA, da BbilTX-I. O ensaio foi realizado
conforme descrito no método 3.7 e os tamndes utilizados na concentracio de 10 mM. foram: Citrato
de sodio-HCI (nHs 4.5:5 e 5.5): tampnao fosfato-NACI (pHs 6: 6.5: 7 e 7.5). tampndo Tris-HCI (pHs 8 e
8.5): e tampdo elicina-NaOH (pHs 9: 9.5 e 10). O tempo de reacdo foi de 20 minutos a 37°C. Os
exnerimentos foram realizados em trinlicata e as barras renresentam o desvio nadrio.
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4.5.3 Efeito da Temneratura na Atividade da PLA, BbilTX-I

O efeito da temperatura na atividade da PLA, foi determinado incubando em

diferentes temperaturas (5-66°C). A atividade da enzima a 37°C foi considerada 100%

(Figura 9).
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Figcura 9. Efeito da variacdo temneratura sobre a atividade PLA, da BbilTX-I. O ensaio foi realizado
nas mesmas condicdes descritas no método 3.7.
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4.5.4 Efeito de aleuns ions na atividade PLA; BhilTX-1

A atividade da PLA, foi determinada na oresenca de alguns ions tais como Mn?*.
Me**. Zn**. e Cd*" (10mM). na presenca de Ca** (ImM) e sem a presenca de Ca>". Sendo aue
a atividade normal foi feita com Ca*" 10mM e ImM.

A atividade PLA, frente aos ions Mn>'e Mg*" (10 mM) na presenca de Ca>" (1mM)
foi 11.14 nmoles/min e 15.6 nmoles/min. 14 auando estes ions se encontram sem a presenca
do Ca’" a atividade PLA, caiu nara Mn*" 8.39 nmoles/min e Me®* 5.03. Na presenca do Zn>"
a BbilTX-I ndo anresentou atividade PLA, com ou sem a oresenca do Ca**. O Cd* ndo

. . .. .. 2+
anresentou uma diferenca siguinificante na atividade PLA, com a nresenca de Ca”" (4.73

nmoles/min) e sem o Ca®" (4.50 nmoles/min) (Figura 10).
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Figura 10. Influéncia de ions na atividade da PLA, BbhilTX-I. O ensaio foi realizado conforme
descrito no método 3.7. utilizando tampndes: Tris-HCI (10mM). contendo os ions Mg**. Cd** e Mn?**
(10 mM). NaCl (100mM). com concentracdo de CaCl, subotimas (1mM) e com auséncia de CaCl,. O
temno de reacdo foi de 20 minutos a 37°C.
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4.5.5 Medida da atividade inibitoria da isoforma de crotanotina (F3) de Crotalus durissus
cascavella e do fator anti-hemorragico DA2-II isolado do soro de Didelvhis albiventris
sobre a atividade PLA, da BbilTX-I

A 1inibicdo da atividade PLA, da BbilTX-I. nela isoforma de crotanotina de Crotalus
durrissus cascavella e do fator anti-hemorragico (F3 e DA2-I). foram determinadas
incubando cada uma delas com a PLA, BbilTX-I na razdo molar de 1:1 por 30 minutos a
37C°.

A crotanotinas F3 e o fator anti-hemorragico DA2-II foram canazes de inibir a

atividade PLA, em mais de 50% como mostrado na Figura 11.
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Fisura 11 - Inibicdo da PLA, BbilTX-I vela crotanotina F3 de Crotalus durrissus cascavella

e nelo fator anti-hemorragico DA2-II.
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4.6. Analise Estrutural
4.6.1 Analise de Comnosicio de Aminoacidos.

Com relacdo a analise da composicdo de aminoacidos a Tabela 1 mostra aue a fracdo
BbilTX-I trata se de uma proteina de carater basica (alto contetido de Lvs. His e Arg).

A presenca de 14 cisteinas e o nimero de aminoacidos determinado (121) sugere aue a
fracdo BbilTX-I nertence a familia das PLA, provenientes de sernentes. nois sdo canazes de
comnvartilhar estas caracteristicas semelhantes.

O alto conteuido de aminoacidos hidrofébicos sugere a grande estabilidade da enzima

em sua cinética de reacio.

Tabela 1 Composicdo de aminoacidos das PLA, BbilTX-I isolada do veneno de Bothriopsis bilineata.
Os valores sdo expressos em mol de aminoacidos nor mol de pnroteina. (ND)= ndo determinado

Aminoacido BhilTX-1
Asp 11
Glu 12
Ser 2
Glv 10
His 1
Arg 6
Thr 7
Ala 7
Pro 9
Tvr 9
Val 4
Met 2
Cvs 14

Ile 3
Leu 7
Phe 4
Lvs 12
Tro ND

TOTAL 121
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4.6.2 Estudo de homologia seaiiencial da regido N-terminal

A homologia seaiiencial dos 26 residuos de aminoacidos da regido N-terminal da
fracdo com atividade PLA, BbilTX-1. foi submetida no banco de dados de proteinas(Altschul
et al.. 1990). com seaiiéncias ia determinadas e registradas. mostrando homologia com um
alto grau de similaridade. conforme o estabelecido na Figura 12. Assim temos aue a analise
da homologia seaiiencial mostra aue a faixa se encontra entre 73.1 — 76.9% de similaridade.

A presenca do residuo de cisteina na posicdo 26 revela o grau de conservacio deste
tino de aminoacido aue contribui para a possivel formacdo de uma nonte dissulfeto na fracdo
BbilTX-I. embora nio tenha sido determinada a estrutura nrimaria.

A regido demarcada da Figura 12 renresenta a seaiiéncia consenso entre as diferentes
PLA, orovenientes de serpentes. indicando tanto regides altamente conservadas auanto
variaveis. A regido N-terminal anresenta uma importante mutacdo. a Pro na nosicdo 19 pela

Ser aue apresenta a fracio BbilTX-1. a aual sera comentada na discussio.

%

10 O Zo Identidade
BbilTX I MILEETGELPFSYYGATYGAC 1000
€-1 PLA MILEETGEK[N|PF[PlY YGAYGC 76,9
6-2 PLAp MILEETGER|I|PFPYYGAYGEC 76,9
BmTX-IPLAZ M I[E|JEE[V]GKLPF|PE|]YZGAYGC 76,9
BthTX-II MILEETGEKLPTF|P[Y YT T|YyGC 73,1
Cr-IV 1PLA2 MILEKETG[S|LPEFEP|YY|TT|YGC 73,1

Figura 12 Analise da homologia seaiiencial comparativa da fracio BbilTX-I com atividade PLA, com
outras PLLA,. A narte demarcada determina a regido de uma seaiiéncia invariavel entre as diferentes
PLA,. Assim temos: 6-1 e 6-2 isoformas da fracio BthTX-II de Bothrobs iararacussu (Ponce-Soto et
al.. 2006): BmTX-1 PLA, de Bothrobs mooieni (Kalearoto et al.. 2008). BthTX-II de Bothrops
jararacussu (Pereira. et al.. 1998) e a Cr-1V 1 PLA, de Calloselasma rhosotoma (Bonfim et al.. 2008)

0- Prolina(P) na nosicdo 19 na BbilTX-I foi trocada vor Serina (S).
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4.6.3 Esnectro de massa da fracio BhilTX-I

Através desta analise. node-se constatar o erau de nureza da fracio com atividade
PLA, BbilTX-1. de Bothriovsis bilineata. obtida a pnartir da cromatografia de fase reversa em
uma coluna u-Bondank C-18 (Waters).

A fracdo BbilTX-I anresenta uma massas molecular de 14185.48 Da. seeundo o aue ¢
mostrado na Figura 13. sendo aue a determinacio da massa molecular real mostra aue nio
existe diferenca significativa entre a massa determinada por eletroforese em SDS-PAGE.

A analise realizada por espectrometria de massa (MALDI-Tof) (Figura 8). node-se
notar a nresenca de dois nicos a mais. um de massa 7124.41 Da e o outro de 28311.36 Da
respectivamente. Cada um deles reoresenta a massa real dividida por dois. mais um préton
(H" e o outro representa a massa real multinlicada por dois. referidos a formacdo de um
dimero de massas real (2X). o aue confirma aue os pardmetros emporegados na determinacéo

de tipo linear foram adeauadamente calibrados.

1004 14185 45 r 3.5E+4
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=
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19000 33001 47002 51003 75004
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Figura 13 A massa molecular da fracdo BbilTX-I com atividade PLLA, de Bothriovsis bilineata é
analisada nor Espectrometria de Massas. utilizando-se um Vovager DE PRO Maldi-TOF mass
snectrometrv (Aopolied Biosvstems. Foster Citv. CA. USA). 1 ul. da amostra em TFA 0.1% ¢
misturada em 2 ul. da matriz. e analisada sob as condicdes secuintes: aceleracio de voltagem 25 kV.
o laser aiustado a 2890 mJ/com?. em 300 ns e 0 modo de analise € linear.
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4.7 Estudo da atividade neurotoxica na nrenaracio biventer cervicis de nintainho da
Fraciao BbilTX-I de Bothriopsis bilineata.

A figura 14 respresenta o experimento relizado com uma das preparacoes de Biventer
cervicis de pintainho. demonstrando as contracdes e o bloaueio neuromuscular acima de 50%
causados pelo efeito neurotoxico da PLA, BbilTX-I. Este mesmo experimento foi realizado

em um n=5 aue serviu de base para o grafico da figura 15.

v 7 T T
] i 5] ] w0 -0 §EE = e

o
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Figcura 14. Em A. registro controle Krebbs: B.C.D e E. efeito bloaueador neuromuscular ands a
incubacio da preparacdo com a fracdo BbilTX-I na concentracio 10. 20. 30 e 50ug/ml. Na auséncia de
estimulo elétrico observar a contratura em resposta a adicdo de ACh (@110 mM) e KCI (l10mM)
antes e ands o tratamento com Bbil TX-I.
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Os exnerimentos realizados corresnondem a um n=5. na nrenaracdo biventer cervicis
de nintainho. Os resultados evidenciam aue a PLA, BbilTX-I anresenta um efeito inibidor
sobre a transmissdo neuromuscular (Figura 15).

O tempo para atingir um bloaueio de 50 % da resposta contratil é. para dose de 10
ug/ml de £20 min. para dose de 20ug/ml +30min. para dose de 30 ug/ml é +22 min e para
dose de 50ug é £20 min (Figura 15).

As doses de 30ug e 50ug/ml causaram bloaueio irreversivel nds-50 minutos como se
observa nos registros miograficos. a dose de 10ug/ml e 20ug/ml se manteve estavel ands os 50

minutos. ndo aumentando o bloaueio e ndo atingindo o bloaueio total.

—u—{ Krebs )
—o—(10ug BhilTX-)
—&—(20ug BbIlTX)

K —v— (30ug BbilTX-)
—&— (E0ug BDIlTX-)
N L

==

Resposta Contratfil (%)

10 4 Hﬁ“"‘wﬂ

K
[
i

0 20 40 80 80 100
Tempo

Fiegural5. Reoresentacio erafica do bloaueio da resposta contratil na transmissdo neuromuscular na
prepnaracdo biventer cervicis de nintainho (Estimulo indireto) nela acio da PLA, BilTX-I nas doses de
10. 20. 30 e 50 ug/ml. O bloaueio neuromuscular foi dose-dependente. Cada ponto corresponde a

media £ erro nadrdo de 5 expnerimentos. Renresentacdo erafica de 50 % do bloaueio da transmissdo
neuromuscular.
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4.8 Contraturas induzidas nor Acetilcolina (ACh) e Potassio (KCD em bprenaracoes
biventer cervicis de nintainho (BCp) antes e anos a adicao da PLA, BilTX-I

Apos a adicdo das doses de 10ug. 30ug e 50ug da fracdo BbilTX-I isolada a partir do
veneno total da Bothriopsis bilineata. houve uma discreta diminuicdo na resposta a adicéo de

acetilcolina (ACh) 110mM e KCI 10mM se comparado a contratura antes da adicdo da toxina
(Figura 16).
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Ficura 16. Porcentagem de bloaueio da resnosta contraturante a acetilcolina (ACh) e ao notassio. na

forma de KCl. com as dosagens de 10. 30 e 50 ug/ml de veneno total da PLA, BilTX-I de Bothriopsis
bilineata em musculo biventer cervices de nintainho.
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4.9 Determinacio da atividade inflamatoria (Edema de nata) induzida nela fracio
BilTX-1.

Para o estudo da atividade inflamatdria analisou-se um dos eventos aue ocorre neste
processo. a formacdo de edema. Para isto. foram empregadas trés doses: 0.1: 1.0 e 5.0ug da
fracdo com atividade PLA, BbilTX-I aue foram dissolvidas em um volumem de em 50 ul de
PBS. e anlicadas na regifo intranlantar da pata direita de camundongos (18 — 20 g). A pata
esauerda recebeu 50 ul de PBS como controle. As leituras foram feitas ands 0.5. 1. 3. 6. 9 e
24 horas de aplicacdo da fracdo.

O edema foi exnresso como o norcentual de aumento em milimetros da nata direita
com relacdo a nata esauerda. A Figura 17 mostra aue a fracdo com atividade PLA, BbilTX-I é
canaz de induzir um intenso edema. sunerando a concentracio minima edematogénica (30%).
A seguinte tabela mostra os valores do edema formado em resposta a cada dose. pode ser
observado aue mesmo na concentracio de 0.1 ug uma hora anos o tratamento. o edema

formado ¢ significativo. como resultado de um aumento na nermeabilidade vascular.

Tembo (h) 0.1 us +SD 1.0 us +SD 5.0 us + SD
0 10 0] 10 0 10 0
0.5 36.21 1.63 41.19 1.22 55.67 4
1 43.29 0.64 5428 0.86 61.57 2.67
3 31.82 1.01 46.25 3.45 53.19 2.6
6 23.78 1.53 30.49 1.98 41.64 0.57
9 16.15 0.45 25.08 0.56 32.55 0.22
24 11.06 0.01 13.1 0.04 14.61 0.12

o0 l/l\ Dose:
o g —-01u0

—o—"10pg

\ 504

504

\
20+ \
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Figura 17. Atividade inflamatoria da PLLA, BbilTX-I isoladas de veneno de Bothrionsis bilineata em
camundoneos (18-20¢). Cada ponto representa a media +- o desvio-badrido de um gruno de 4 animais.
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4.10 Medida da atividade inibitoria da isoforma de crotanotina (F3) isolada do veneno
de Crotalus durissus cascavella e do fator anti-hemorragico isolado de soro de Didelnhis
albiventris (DA2-1ID) sobre a atividade edematizante (inflamatoria) da PLA, BbilTX-1.

Foi estimada a ac@o inibitoria da isoforma da crotanotina (F3) e do fator anti-
hemorragico (DA2-1I1) sobre a acdo inflamatoria da PLA, BbilTX-I nrocedente do veneno da
sernente Bothriopsis bilineata através de edema de nata. A PLA, BbilTX-I é incubada com os
inibidores na razdo molar 1:1 (F3 e DA2-I1) por 30 minutos a uma temperatura de 37°C.

Foram 1noculadas as solucdes (F3 e DA2-II). a PLA, BbilTX-I e PBS. na regido
subnlantar das natas do camundongo. A figura 18 mostra a acdo inibitoria da inflamacéao nela
crotanotina (F3) e do fator anti-hemorragico (DA2-I1). Os resultados demonstram aue houve
uma inibicdo parcial de anroximadamente 30% da inflamacdo com o fator DA2-II e de mais
de 50% com a crotanotina F3. comparadas com a acdo da PLA, BbilTX-I sem a nresenca dos
agentes inibidores.

A concentracio utilizada nara a PLA, BbilTX-I foi de Sug e para as crotanotinas 10ue.
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Figcura 18 — Inibicdo da atividade inflamatéria da toxina PLA, BbilTX-I pela acdo do fator anti-
hemorragico de soro de eamba DA2-II e da crotanotina F3. medido pela porcentacem de inflamacio
da pnata do camundongo.

45



4.10 Estudo do efeito citotoxico através dos niveis de LDH em cultura celular de
mioblastos e miotubos (C2C12)

O efeito citotoxico ensaiado em cultura celular de mioblastos e miotubos (C,Ci,) da
fracdo ndo aoresentou um comportamento citotoxico. pois. a medida aue as doses da PLA,
BbilTX-I foram sendo acrescentadas. os niveis de LDH ndo aumentam significativamente.
atingindo até 25.49 + 2.3 % para mioblastos e 29.05 = 3.45 % para miotubos. dados aue se

evidenciam na figura 19. sendo usado como controle nositivo (0-100%) o Triton-X.
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Ficura 19. Repnresentacdo erafica da atividade citotoxica da PLA, BbilTX de Bothriopsis
bilineata “ex vivo”. sob cultura celular de mioblastos e miotubos (C,C3). A lise celular foi
estimada pela liberacdo da enzima lactato desidrogenase (LDH) do sobrenadante. ands 3 horas
de exnosicdo da fracdo. em um volume de 150 uL/noco. Cada nonto renresenta a média + SD

do trinlicado da cultura celular.
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5. DISCUSSAO

Fosfolinases A; miotoxicas nrovenientes de venenos botronicos nodem ser divididas
em dois grandes grunos: aauelas com atividade enzimatica. as PLA»s Aspn49. e aauelas
desprovidas de atividade catalitica. as PLA>s Lvs49 (Gutierréz e Lomonte.1995: Kini 2003 e
Ponce-Soto et al.. 2007).

Lomonte e colaboradores (1990). descrevem um procedimento de dois passos
cromatograficos para isolamento e caracterizacio narcial de duas PLA,s Lvs49 a vartir do
veneno total de Bothrovs mooieni referidas como MiTX-I e MiTX-II. Outros autores
anresentam também dois nassos cromatoeraficos no isolamento de miotoxinas nrovenientes
de veneno botrénico como sendo um processo eficiente. como é o caso das isoformas de
PLA, 6-1 e 6-2 de Bothrobs iararacussu (Ponce-Soto et al.. 2006).

No presente trabalho a purificacdo da nova PLA, Asp49. denominada BbilTX-1. a
partir do veneno de Bothriopsis bilineata foi realizada em dois passos cromatograficos através
de uma cromatografia convencional de exclusdo molecular em Sephadex G-75 (Figura 3) e
em uma segunda etapa utilizando um sistema de HPLC em coluna C18 de fase reversa
mostrando a alta eficiéncia obtida no presente trabalho (Figura 4).

Nossos resultados utilizando cromatografia de alta eficiéncia (HPLC de fase reversa)
mostraram aue o veneno total de Bothriopsis bilineata node ser decompnosto em 5 fracdes.
dentre as auais foi registrada uma nova PLA, com atividade catalitica denominada BbilTX-I.
Para confirmacdo do grau de pureza da fracdo BbilTX-I usamos o mesmo sistema
cromatografico onde obtivemos um unico pico agudo (Figura 4. figura inserida). A adeauacéo
metodologica utilizada neste trabalho permite aonresentar a PLA, BbilTX-I ndo descrita na
literatura para o veneno de Bothriopsis bilineata. sendo um veneno pouco conhecido até o
presente.

O verfll eletroforético de SDS-PAGE em gel de poliacrilamida (12.5%). da PLA,
BbilTX-I (Fieura 5A e B). revela aue em condicdes ndo redutoras a PLA, BbilTX-I
anresentou uma unica banda proteica e auando reduzida com 1.4 ditiotreitol (DTT) mostra
também a presenca de uma unica banda de massa molecular de ~14 kDa. Esses resultados
confirmam aue a fracio BbilTX-I anresenta uma sé cadeia nolinentidica com massa
molecular relativa ao redor de ~14 kDa. e esta de acordo com os dados encontrados para
outras fosfolinases descritas na literatura (Gutierréz e Lomonte.1995: Arni e Ward. 1996 ¢

Gutiérrez et al.. 2008).
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A atividade PLA, do veneno de Bothrionsis bilineata ¢ da PLA, BbilTX-I foi
analisada utilizando um substrato cromogénico denominado acido 4-nitro-3-(octanovloxv)
benzoico (Holzer e Mackessv. 1996). A atividade fosfolinasica (Figura 6) mostra ser maior
para a BbilTX-I auando comnarada com o veneno total. sendo a velocidade de reacdo 24.75 +
2.68 nmoles/min nara a BbilTX-I e 815 + 1.24 nmoles/min nara o veneno total. Esses valores
sdo correspondentes de PLA, com atividade catalitica e evidencia a nresenca do aminoacido
aspartato na posicido 49 da cadeia poliventidica podendo ser classificado como uma PLA,
Asp49 como aauelas descritas para veneno botronicos: BthTx-II — bothronstoxin II de
Bothroos iararacussu. (Pereira. M.E. et al.. 1998). PLA, PrTX-III c. de Bothrovs viraiai
(Rigden et al.. 2003) e as isoformas 6-1 e 6-2 de Bothrobs iararacussu. A BbilTX-I é uma
fosfolinase ainda ndo descrita para o género Bothrionsis.

A atividade PLA, da BbilTX-I é estudada usando diferentes concentracdes do
substrato cromogénico NOAB. a aual evidencia comnortamento tino sigmoidal discreto.
princinalmente em concentracdes baixas do substrato (Figura 7. fig. inserida). Este
comportamento cinético de reacdo ¢ tinico das enzimas alostéricas com multinlos centros
ativos e opnerando de modo cooperativo. Porém esse mecanismo ndo parece ser usado pela
BbilTX-I. devido a aue BbilTX-I é uma enzima monomérica com um unico sitio ativo.
Algumas oroteinas como a glicocinase (enzima monomérica com um unico Sitio ativo)
possuem uma cinética alostérica no inicio de sua ligacdo (baixa afinidade) com o substrato. e
pronorciona uma alteracio da arauitetura molecular do sitio ativo nrenarando essa regido nara
a molécula de substrato seguinte. exnressando agora uma alta afinidade (Cornish-Bowden e
Cardenas. 1987). A ligacdo com o substrato induz mudancas de conformacio. de modo aue ao
final do ciclo catalitico a enzima mantém uma alta afinidade nela seguinte molécula de
substrato sugerindo aue essa cooperatividade positiva obedece a um mecanismo mnemonical
(Kamata et al.. 2004). A BbilTX-I anresentada nesse trabalho € uma enzima monomérica com
tendéncia alostérica sugerindo provavelmente um mecanismo de cooperatividade positiva
mnemonical.

Sabe-se aue a ligacdo do Ca®" as PLA, induz mudancas sutis na configuracdo do sitio
ativo necessarias nara exercer a atividade enzimatica (Chang ef al.. 1996). Scott et al (1990)
descreve no sitio catalitico a presenca do aminoacido Asp-49 aue imobiliza o ion Ca*". aue
interage com o fosfato e oxigénio do gruno carbonil da ligacdo éster na nosicdo sn-2 do
fosfolinidio (Figura 20). Essa interacdo faz com aue o oxigénio aue tem dunla ligacdo com o

carbono sn-2. fiaue temporalmente mais negativo (altera a distribuicdo de cargas elétricas do
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éster). fragilizando a dunla ligacdo (comnortando-se como uma ligacdo simnles) induzindo
aue o carbono da ligacdo sn-2 fiaue mais positivo. Essa ligacdo fica exnosta a reacio
catalitica aue consiste no ataaue nucleofilico do oxigénio (aue tem carga residual negativa).
pertencente a uma molécula de agua (imobilizada pelo anel imidazolico da His 48 presente no
sitio catalitico). Portanto o fon Ca®" direciona o posicionamento do substrato no sitio ativo da
enzima sugerindo aue esse arranio do sitio catalitico anresenta uma conformacdo exclusiva

para o Ca®*". o0 aue exvolicaria a diminuicdo da atividade PLA, da BbilTX-I na nresenca dos

outros cations (Figura 10).

. : re: . A 3 2+
Figura 20. Mecanismo catalitico de uma PLA, mostrando a importancia do Ca” para aue ocorra a

hidrélise do fosfolinideo de membrana (Janssen. W.J.M._ et al 1999).

Os fons Me®" e Sr** induzem configuracdes ndo aorooriadas na enzima resultando na
diminuicdo a atividade PLA, da B-bunearotoxina (Chu et al.. 2005). Inibicio da PLA, da
serpente chinesa Naia naia naia velos cations Ba”* e Cd*" mostram caracteristicas cinéticas de
inibidores competitivos convencionais aue deslocariam o Ca*" do sitio ativo (Mezna et al..
1994). O Zn** ¢ conhecido como um forte inibidor de enzimas PLA,. mas a sua atividade
inibitoria baseia-se no modelo em aue a enzima é ativada por dois fons Ca*". um € essencial e
pode ser deslocado por Ba®". o outro modula a atividade e pode ser deslocado por Zn**
(Mezna et al.. 1994).

A fracdo BbilTX-I mostra ser calcio-denendente (Figura 10). uma vez aue o ion calcio
¢ um importante cofator para aue ocorra a catalise (Kini. 1997: Tu. 1977:1982:1991:
Breithaunt. 1976: Holzer e Mackessv 1996). Também sdo descritas PLA,s aue sdo ativadas
cataliticamente por acdo de outros ions divalentes como descrito por (Breithaunt. 1976: Tu. et

al.. 1970).
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Em nossos exnerimentos observamos aue além do Ca>" (CaCl, ImM) a PLA, BbilTX-
[ é ativada na presenca de outros fons divalentes. tais como Mn*" e Mg?" (10mM) (como
cofator) mais somente com a presenca de CaCl, (Fig. 10) e menos ativa frente a Zn*" e Cd**
(10mM). Com a auséncia de CaCl, a PLA, BbilTX-I evidenciou uma baixa atividade
mostrando ser calcio-denendente. Ao mostrar atividade frente a outros ions divalentes como
Me®" e Mn*" parece ser aue o arranio do sitio catalitico abresenta uma estrutura exclusiva
para o ion Calcio.

A PLA, BbilTX-I mesmo sendo calcio-denendente. o estudo do efeito de cation
mostrou aue o sitio catalitico node ser modificado estruturalmente tornando a enzima ativa na
presenca de outros fons como Mg?" e Mn?" ou gerando um desarranio molecular com perda da
atividade catalitica frente a Zn*" e Cd** (Fig.10). Enfim. podemos concluir aue o Ca** possui
uma arauitetura atbmica mais adeauada ao sitio catalitico da PLA, BbilTX-I.

Tem sido registrado aue a PLA, de veneno Naia naia naia é altamente estavel a
temperaturas extremas tal como 100°C (Deems e Dennis. 1975a) assim como a PLA, de Cdt
aue mostra uma alta atividade catalitica em temperaturas em torno de 53-57°C (Breithaunt.
1976). Em nossos exnerimentos encontramos aue a BbilTX-I mostrou uma temperatura 6tima
para sua atividade catalitica na faixa de 25-40°C (Figura 9). demonstrando uma alta
estabilidade na atividade catalitica. havendo uma atividade consideravel em temperaturas de
até 57°C.

Outros parametros cinéticos conhecidos nara PLA, (Asp49) como pH. mostraram ser
comuns a outras PLLA, descritas. cuios valores 6timos se encontram entre 7 a 8.5 (Kini.1997:
Breithaunt. 1976: Beghini. et al.. 2000). Nossos resultados mostraram aue a PLA2 BbilTX-1
tem um pH 6timo na faixa de 8 a 9. Em valores de pH acima de 9 ou abaixo de 8 a enzima
PLA, BbilTX-I demonstrou ser relativamente instavel (Figura &).

Os estudos obtidos por espectrometria de massas (Maldi-Tof) mostram aue a PLA,
BbilTX-I abresenta um alto erau de nureza e homogeneidade molecular (Figura 13). sendo
sua massa molecular de 1418548 Da diferente da BmTX-1 (14.231.71 kDa) de Bothrobs
mooeieni (Calgaroto et al.. 2008). resultados aue possibilitam mostrar a presenca de uma nova
fracdo aue anresenta atividade PLA; no veneno de Bothriopsis bilineata.

Em nossos resultados. a analise da composicdo de aminoacidos da BbilTX-I (Tabela
1) aoresenta um imoortante nivel de homologia com outras PLA,s procedentes do veneno
botrénico. Assim a analise da composicio de aminoacidos mostra a presenca de uma grande

auantidade de aminoacidos tanto de carater basico auanto hidrofobico: a nresenca de 14 Cvs é
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indicativa de nossuir sete nontes dissulfeto as auais estabilizam a estrutura terciaria da
proteina. e sua cadeia nolinentidica é constituida de 121 residuos de aminoacidos. Estas
caracteristicas na composicdo de aminoacidos corroboram com a estabilidade da atividade
catalitica em ambito maior de variacdo de temperatura. A oresenca de residuos carregados
positivamente tais como Lisina. Histidina e Arginina tanto nas PLA2s Asp49 auanto nas
Lvs49 estao relacionados com possiveis efeitos farmacoldgicos (Gutierrez e Lomonte. 1995).

O estudo da homologia seaiiencial da regido N-terminal (Figura 12) mostra aue a
BbilTX-I nossui homologia seatiencial com outras PLA,s de origem botropico. tais como as
1soformas 6-1 e 6-2 de Bothroos iararacussu. (Ponce-Soto et al.. 2006) e a PLA, BmTX-I. de
Bothrons mooieni (Calgaroto et al.. 2008). Estudos de homologia seatiencial tém mostrado
aue existem determinadas posicdes extremamente conservadas nas PLA,s. Na posicdo 1 e 2
predomina a seatiéncia de aminoacidos (SL). na posicéo 4 (O). na posicdo 7 a 10 (KMIL). na
posicdo 12 e 13 (ET). na nosicdo 21 (Y) e na nosicdo 25-26 (GC). Nas PLA,s Asp49 existem
varios residuos conservados aue também possuem um papel crucial na expressdo da atividade
PLA,. Assim temos aue as seaiiéncias de aminoacidos W/YCG-G (27. 28. 29 e 30) sdo
essenciais para a formacao da alca de ligacdo do calcio (Arni e Ward. 1996).

De acordo com o estudo de homologia seatiencial realizado com a BbilTX-I. existem
aleumas mutacdes importantes. por exemplo. a substituicdo de (S) por (D) na pnosicdo 1: (E)
por (K) na posicdo 4 e (S) por (P) na posicdo 19. Apesar destas mudancas. ndo houve
diminuicdo da atividade catalitica nem edematogénica. Tais mudancas provavelmente podem
estar relacionadas com alguns outros efeitos biologicos aue nido foram tratados no presente
trabalho. De outro lado mesmo tendo sido substituido a P(19) nor S(19). responsavel pela
licacdo interfacial com o substrato (Scott er al.. 1990) a atividade PLLA, ndo parece estar
diminuida. o aual mostra uma nova e importante contribuicio nesta nova PLA, na cinética da

reacdo. nrocedente de um veneno comoletamente desconhecido (Figura 21).
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1- N-terminal: direci to na ana
2- Sitio Catalitico

3- Regiio anticoagulante

4- Regiio neurotoxica

5- Regido C-terminal: Miotoxica e citotoxica

Ficura 21. Estrutura tridimensional de uma PLA, relacionando regides moeculares de sua cadeia
polipentidica com a expressdo funcional das diferentes atividades biologicas (Arni.e Wars. 1996)

Neurotoxinas de veneno de sernentes aue causam naralisia neuromuscular atuam tanto
nré-iuncionalmente nor bloauearem a liberacdo de acetilcolina (ACh) ou nos-iuncionalmente
nor bloauearem os recentores nicotinicos. Estes diferentes mecanismos de acio ndo nodem
ser facilmente diferenciados usando oreparacio nervo frénico-diafragma de camundongo
(PNDnp). mas eles nodem ser diferenciados usando preparacdo biventer cervicis de pintainho
(BCp) (Rodriguez-Acosta. 2001).

Com respeito aos componentes neurotdoxicos dos venenos de serpentes. os mais bem
descritos estdo na familia Crotalidae. Sabe-se aue muitas destas neurotoxinas. em condicdes
naturais. ndo sdo canazes de nenetrar na barreira hematoencefalica. mas aue em condicdes de
profundas alteracdes do endotélio nodem alcancar o sistema nervoso central (SNC) e originar
auadros natoldgicos até agora nouco descritos (Monterrev. 2001).

No entanto. como regra. os venenos bem como suas toxinas. atuam perifericamente na
iuncdo neuromuscular. Assim. estudos tém mostrado aue esnécies botronicas nossuem efeito
neurotdxico in vitro. como o renortado nor Costa et al (1999) aue evidenciou aue o veneno de
Bothroos piraiai possui um efeito miotdxico e neurotoxico “in vitro”. canaz de bloauear a

resposta contratil na nreparacdo extensor digitorum loneus (EDL) de rato.
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Cogo et al (1993). mostraram aue o veneno de Bothrons insularis também nossui um
efeito neurotoxico in vitro na preparacio musculo biventer cervicis de nintainho em
concentracdoes aue nio afetam as respostas contraturantes a ACh e ao KCI e nem mesmo
interfere sobre a liberacdo de CK.

Posteriormente. Aratio et al (2003) também observaram aue tanto o veneno como
uma fracdo caseinolitica de Bothrops lanceolatus possui um efeito neurotdxico in vitro sobre
a preparacdo musculo biventer cervicis de pintainho. assim como os estudos eletrofisiol6gicos
mostraram aue o veneno total é canaz de aumentar ligeiramente a ampolitude e freaiiéncia dos
notencias de nlaca em miniatura (PPM).

Em nossos resultados reportamos a atividade neurotoxica in vitro da PLA, BilTX-I de
Bothriovsis bilineata (Figura 15) usando como modelo a preparacdo biventer cervicis de
pintainho (BCp). A caracterizacdo neurotoxica in vitro feita a partir do veneno total de
Bothrons mooieni. e da fracio BmTX-I no modelo biventer cervicis de nintainho mostrou aue
o veneno de Bothrons mooieni é menos ativo aue os venenos crotalicos. 14 aue estes ultimos
levam a um bloaueio da transmissdo neuromuscular muito mais ranidamente e usando-se
baixas concentracdes: no entanto. nio se pode negar aue o veneno botronico exibe também
uma acao neurotoxica “in vitro”.

A respnosta ao notassio é indicativo de nreservacdo da membrana de células musculares.
(Beghini et al 2000) os resultados mostram aue o comboleto bloaueio com 10. 20. 30 e 50
ug/ml da PLA, BbilTX-I (Figura 14) ndo foi acompanhado pela inibicdo das respostas ao
potassio (KCI). dados aue mostram aue é uma fracdo com efeito neurotoxico e ndo miotoxico.

A resposta a ACh é um indicativo da oreservacdo dos recentores colinérgicos pos-
sinanticos. Neurotoxinas ativas nré-sinanticamente sdo canazes de abolir a resnosta contratil
sem afetar a resposta aos agonistas (ACh) colinérgicos (Lewis e Gutmann. 2004). Como a
resposta a ACh se manteve antes e pos exnerimento. pode-se afirmar aue a BbilTX-I é uma
neurotoxina de acio nré-sinantica.

Estes dados sugerem aue a fracdo BbilTX-I do veneno de Bothrionsis bilineata ndo
teve efeito inibitdrio nos receptores pos-sinaoticos colinérgicos e nem causou dano muscular
aue impnedisse a contratura em resnosta ao KCI. nortanto a BbhilTX-I comnorta-se como uma
neurotoxina pré-sinantica nio miotoxica.

Inflamacao é uma reacdo de iniuria tecidual. a aual é uma imoortante caracteristica do
envenenamento por serpentes das familias Vioeridae e Crotalidae (Rosenfeld. 1971). E uma

resposta protetora a aual possui um coniunto de estagios para recuperacio e reconstituicio da
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funcdo normal do tecido lesado. A reacdo inflamatéria é mediada endogenamente nor
substancias ativas. chamadas de mediadores auimicos da inflamacdo. Entre eles estdo
eicosanoides. citocinas. auimiocinas. histamina e serotonina.

Os venenos botronicos. além de alteracdes sistémicas. algumas vezes letais. induzem
intensos efeitos inflamatorios locais. entre eles hemorragia e edema (Gutiérrez e Lomonte.
1986). Tais efeitos foram observados auando inoculado a PLA, BbilTX-I na regido subolantar
em natas de camundongos. O edema de nata induzido em camundongos ocorreu de forma
dose e temno-dependentes. Na dose da PLA, BbilTX-I (0.1: 1.0 e 5.0ue) testadas. o edema
atingiu indices maximos (.5 horas ands a iniecdo e estatisticamente insignificantes anos 24
horas (Figura 17). Tais fendbmenos foram também observados com os venenos de Bothrops
insularis (Barbosa et al.. 2003) e Bothroos iararacussu (Ketelhut et al.. 2003).

Estudos utilizando diferentes venenos ofidicos demonstram aue o inicio do edema e o
temno necessario para aue estes alcances indices maximos variam consideravelmente (Selistre
et al.. 1996). Este fato noderia ser explicado por variacdes na composicdo e origem dos
venenos. bem como por diferencas nas esnécies de animais emnregadas. Aratio et al (2000)
descreveu aue o veneno de Bothroos lanceolatus auando inoculado na regido subolantar de
camundongos nroduz resnostas edematogénicas maximas somente 2 horas ands a iniecio.
desanarecendo ands 24 horas.

Segundo Gutiérrez ¢ Lomonte (2003) PLA, presentes em venenos ofidicos exerce
grande variedade de efeitos farmacoldgicos. entre eles. uma importante atividade
edematogénica.

Estas substancias nodem induzir edema por dois mecanismos distintos: a) através da
liberacdo do acido araauidénico em conseaiiéncia da deeradacdo enzimatica da membrana
fosfolinidica. aumentando a biossintese de eicosandides e b) diretamente. afetando a
microvasculatura. levando a exsudacdo do nlasma.

As PLA, nurificadas a vartir de veneno de sernentes nodem ser lareamente utilizadas
como modelos bioldgicos nara compreensio de mecanismos de iniuria tecidual além de toda a
cascata inflamatdria e imunologica.

Esses resultados mostram a nresenca de uma nova PLA, com atividade catalitica ainda
ndo descrita na literatura para este veneno completamente desconhecido. indicativo da
presenca do aminoacido aspartato na posicio 49 da cadeia polipentidica. com importante

participacdo na estrutura tridimensional responsavel pela atividade de hidrélise dos
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fosfolinidios. contribuindo nara a comnreensio e imnortancia das caracteristicas estruturais
em tornar uma proteina biologicamente funcional.

A crotoxina € um comvplexo dimérico formado por uma PLA, basica de
anroximadamente 14 kDa e uma proteina de natureza acida denominada de crotanotina com
uma massa aoroximada de 9 kDa e esta presente no veneno da maioria da esnécie do género
Crotalus durissus (Boldrini-Franca J et al.. 2010).

As isoformas de crotanotina do veneno de Crotalus durrissus cascavella (F2 e F3)
inibiram significativamente a atividade catalitica da PLA, BbilTX-1 em mais de 50% (Figura
11). Nossos resultados estdo em concordancia com os resultados encontrados nor Landucci et
al. (2000). os auais observaram aue crotanotinas poderiam inibir PLA,s pnancreaticas de
abelhas e de outros venenos de serpentes e Bonfim et al (2001) aue reportaram aue
crotapnotinas dos venenos de C. durissus terrificus (F7). C. d. collilineatus (F3 ¢ F4) e de C.
durissus cascavella (F3 e F4) diminuiram a atividade catalitica da PLA, BilV ourificada do
veneno de B. iararacussu.

Em nossos estudos a crotanotina F3 de Crotalus durissus cascavella inibiram
farmacologicamente a atividade edematizante da PLA, BbilTX-I em 64% evidenciando aue
esta atividade biologica da fracdo € mais denendente da atividade catalitica desta PLA; e nor
tanto necessita aue a estrutura do sitio catalitico esteia inalterada (Figura 18).

Nossos estudos demonstram uma forte inibicio da atividade catalitica da PLA,
BbilTX-I pelo fator anti-hemorragico DA2-1I isolado de Didelphis albiventris. ¢ uma forte
inibicdo na atividade inflamatéria. medida por edema de pata o aue confirma com os
resultados obtidos pela inibicio da crotanotina F3. a atividade edematizante mostrando-se
denendente da atividade catalitica.

No nresente trabalho. um verfil de atividades toxicas foi estudado nara a PLA, BbTX-
1. isolada a partir do veneno total de Bothriovsis bilineata e caracterizada fisicoauimicamente.
O estudo da miotoxicidade “ex vivo”. pronosto por Lomonte et al. (1999). de PLA,
miotdxicas em mioblastos (C,Ciy). estabelece uma correlacdo perfeita com 0s nossos
experimentos na canacidade da PLA, BbilTX-I de nroduzir uma lise de mioblastos em cultura
celular (C,C;2) moderada. mostrando assim aue o efeito citotoxico ao elevar os niveis de
LDH no meio ndo mostra uma especificidade pontual. sugirindo aue a atividade catalitica
poderia ser crucial no desenvolvimento dos efeitos farmacologicos (figura 19).

O presente trabalho contribui nara o melhor entendimento da ativdidade das PLA, de

venenos de serpente. a nova PLA, nomeada BbilTX-I ourificada do veneno de Bothriopsis
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bilineata possui a maior atividade neurotoxica 14 descrita nara PLA, de venenos botrdnicos.
Ainda aue a analise das orooriedades bioauimicas e farmacologicas da PLA, mostre
semelhancas com outros membros desta familia de oroteinas 14 descritos o seu efeito
neurotdxico anonta uma importante modificacdo na arauitetura desta proteina. A continuacio
deste trabalho sera a determinacdo de estrutura primaria e terciaria. o aue fornecera
informacdes sobre as particularidades da arauitetura das PLA,. responsaveis pelo efeito

neurotoxico observado.
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6. CONCLUSOES

6.1 Utilizando metodologias otimizadas de ourificacio em HPLC de fase reversa.
purificamos uma nova toxina com atividade PLA, a partir do veneno total de Bothriovsis
bilineata denominada BbilTX-I com alto erau de pureza. homogeneidade molecular e sem

perda das atividades bioldgicas.

6.2 A fracdo BbilTX-I é identiicada como uma PLA,D49. devido as caracteristicas
fisico-auimicas. alta atividade enzimatica (24.75 + 2.68 nmoles/min). carater basico. massa de
14185.48 Da. e alta similaridade na sua seaiiéncia N-terminal com outras PLA, de veneno de

serpentes botronicas.

6.3 A PLA, BbilTX-I aoresentou uma temperatura 6tima de 25-40C°. sendo uma
proteina termo-estavel pois se mantém ativa a 66C". O pH 6timo encontrado foi em torno de
8. e a fracdo BbilTX-I é calcio dependente. Em diferentes concentracdes do substrato 3-nitro
4-(octanoiloxi) acido benzodico ela apnresentou um comportamento alostérico (em baixas
concentracdes) e um comnortamento hinerbolico em maiores concentracdes. sugerindo-se um
compnortamento do tino mnemonical. A atividade fosfolinasica da toxina BhilTX-I foi inibida
em mais de 50% na pnresenca da crotanotina F3 isolada de Crotalus durissus cascavella e do

fator anti-hemorragico DA2-I1.

6.4 A toxina ourificada neste trabalho anresentou um bloaueio acima de 50% aos
20minutos (10ug) na iuncdo neuro-muscular das orevaracdes de biventer cérvices de
pintainho e ndo ocasionou erandes danos na membrana muscular e na resnosta a acetilcolina.

sendo entdo uma neurotoxina ndo miotoxica e pré-sinaotica.

6.5 A Crotanotina F3 isolada de Crotalus durissus cascavella e o fator anti-

hemorragico DA2-II inibiram a atividade inflamatodria causada nela PLA, BbilTX-I.
6.6 A PLA, BbilTX-I anresentou uma atividade miotoxica moderada e ndo esnecifica

no teste realizado com miotubulos e mioblastos em células (C,Ci,). sugerindo aue suas

atividades farmacoldgicas seiam dependentes de sua atividade catalitica.
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