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Lista de Abreviacoes — Cromatografias e Espectrometria.

Sephadex G-75

A dextran-based matrix used for Gel exclusion chromatography

PDA 991 Photodiode Array Detector

HPLC High (Pressure/Performace) Liquid Chromatography

RP HPLC Reverse Phase HPLC

C18 18 High Carbon Load, High activity silica

Shim Pack CLC-ODS C18 Coluna Capillary liquid chromatography-octa decyl silane
ESI-MS Electrospray ionization-Mass spectrometry

TOF Time of Flight

MALDI-MS Matrix-assisted laser desorption/ionization—Mass Spectrometry
MS-MS Tandem Mass Spectrometry

Lista de Abreviacoes - Reagentes, Sais, Tampoes.

TFA Trifluoroacetic acid

Buffer A TFA 0,1% used for chromatography of HPLC-FR
Buffer B Acetonitrile 66% used for chromatography of HPLC-FR
PAGE Polyacrylamide gel electrophoresis

SDS Sodium dodecyl sulfate

Tris Tris(hidroximetil)aminometane

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid

4N30BA 4-nitro-3-octanoyloxybenzoic acid

PAF Platelet-activating factor

PC Phosphatidylcholine

PBS Phosphate buffered saline

TSA Trypticase Soy Agar

DMEM Dulbecco’s modification of Eagle’s medium

FBS Fetal bovine serum

Lista de Abreviacoes — fracao (isoforma)

PLA, Phospholipase A,

BtTX-1I Isoform of PLA, from Bothriopsis taeniata

PLC Phospholipase C

PTC Phenylthio-carbamyl

SNC Central Nervous System

SNP Peripheral Nervous System

CK Creatin kinase

HE Hematoxylin-Eosin

PLA, D49 Phospholipase A,, Aspartate 49, catalytically active.
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Lista de Abreviacoes — aminoacidos.

Acido Aspirtico Asp D
Acido Glutamico Glu E
Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Aspartato/Asparagina Asx B
Cisteina Cys C
Fenilalanina Phe F
Glicina Gly G
Glutamina Gln Q
Glutamato/Glutamina GIx Z
Histidina His H
Isoleucina Ile 1

Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Prolina Pro P
Serina Ser S

Tirosina Tyr Y
Treonina Thr T
Triptofano Trp \\
Valina Val A\




RESUMO

Uma nova miotoxina fosfolipase A, (BtTX-II) foi purificada a partir do veneno total de
Bothriopsis taeniata através de dois passos cromatograficos, envolvendo inicialmente
cromatografia de exclusdo molecular, seguida de HPLC de fase reversa. BtTX-II foi
caracterizada bioquimicamente através de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
mostrando uma unica banda eletroforética com massa relativa (Mr) de 14000 Da, em condi¢des
nido reduzidas e reduzidas (DTT IM). A pureza e massa molecular foram confirmadas por
espectrometria de massa (MALDI-Tof MS), a qual determinou uma massa molecular de
13889,98 Da. BtTX-II apresentou atividade catalitica de 12,075 + 0,138 nmoles/mg/min em
presenca do substrato cromogénico especifico dcido 4-nitro-3-(octanoyloxy) benzoico. Andlise de
composi¢ao de aminodcidos da PLA, (BtTX-II) corroborou seu cardter basico. A andlise dos
peptideos tripticos foi determinada por ESI-QTof-MS/MS espectrometria de massa e as regides
contendo peptideos internos mostraram semelhanca com outras PLAjs miotdxicas botrdpicas
cataliticamente ativas. BtTX-II, pertencente a classe PLA, D49, exibiu atividade 6tima a pH 8,0 e
temperatura de 37 °C. Na auséncia de Ca®* e na presenca de alguns fons divalentes, tais como
Mg**, Mn?*, Zn** e Cd** (10mM), a atividade fosfolipdsica foi significativamente diminuida.
Também foi demonstrado o efeito inibitério de crotapotinas crotdlicas sobre a atividade PLA, da
BtTX-IL.

O efeito neurotoxico da BtTX-II foi analisado através de estudos miograficos em
preparacdes neuromusculares “ex vivo”, mostrando que BtTX-II induz um leve bloqueio na
juncdo neuromuscular em preparacdes Biventer cervicis de pintainho. Tais preparacdes foram
utilizadas para o estudo morfolégico quantitativo da BtTX-II, o que mostrou uma leve atividade
miotéxica “in vitro” com a concentracdo de 50ug de BtTX-II. O efeito miotéxico também foi
avaliado através de ensaios de liberagdo de creatina kinase plasmatica e andlise histopatolégica
do musculo gastrocnémio de camundongo “in vivo”, com estes Ultimos testes foram observandos
maiores mudangas morfoldogicas quando comparadas aos estudos “in vitro”, mostrando estar
diretamente relacionada com a liberagao de CK. BtTX-II induz miotoxicidade local apds injecao
intramuscular, mas ndo produz miotoxicidade sistémica apds injecdes intravenosa. O efeito

edematogénico foi estudado através do modelo coxim plantar de camundongo e mostrou ser
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elevado nas primeiras horas apés injecdes subcutaneas, em todas as concentracdes aplicadas (1-
20 pg). O efeito citotdxico “in vitro” foi caracterizado utilizando uma cultura celular da linhagem
de mioblastos/miotubos de musculo esquelético de camundongo. BtTX-II ndo induz
citotoxicidade em mioblastos; mas BtTX-II evidenciou atividade citotéxica em miotubos, em
uma concentracdo padrdo de 20 pg. Nossos resultados sugerem que BtTX-II atua no processo de
regeneracdo muscular em baixas concentracdes (10 pg) durante o periodo de 28 dias apds as
injecdes intramusculares no gastrocnémio de camundongo, demonstrando ser apropriado para a
andlise na regeneracao muscular, pois induz necrose e nao acarreta lesao do tecido vascular nem
nervoso, o que ¢ de suma importancia para o processo de regeneracdo muscular. Isto foi possivel
pela presenca de células satélite envolvidas neste processo junto com o infiltrado inflamatdrio

notdrio em todos os periodos da regeneragao.
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Abstract

A new miotoxin phospholipase A, (BtTX-II) was purified from Bothriopsis taeniata
crude venom through two steps cromatograficos, involving molecular exclusion chromatography,
as first step, and followed by RP-HPLC. BtTX-II, was characterized biochemically through
electrophoresis in polyacrylamide gel (SDS-PAGE) showing a single eletrophoretic band, in
reduced and not reduced conditions, with relative mass (Mr) of 14000 Da. The purity and
molecular mass was confirmed by mass spectrometry mass (Maldi-Tof SM), showed a molecular
mass of 13889.98 Da. BtTX-II showed catalytic activity of 12.075 + 0.138 nmoles/mg/min upon
of the specific chromogenic substrate acid 4-nitro-3-(octanoyloxy) benzoic. Analysis of
aminoacid composition of PLA, (BtTX-II) corroborated its basic character. Tryptic peptide
analyse were determined for ESI-QTof-MS/MS mass spectrometry and the regions containing
internal peptides showed similarity with other miotoxic botropics PLAss. BtTX-II belonging to
the class PLA, D49 exhibited an optimal activity in pH 8.0 and at 37 °C. In the absence of Ca®*
and in presence of some divalent fons such Mg”*, Mn**, Zn®* and Cd** (10mM), the
phospholipasic activity was significantly decreased. Also, it was demonstrated the inhibitory
effect of crotalics crotapotins upon activity PLA; of the BtTX-IL.

The neurotoxic effect of the BtTX-II was analized through myographic studies in
neuromuscular preparations “ex vivo”, showing that BtTX-II induce a light blockade at the
neuromuscular junction on chicken Biventer cervicis preparations. Such preparations were used
for quantitatives morphologic studies, were shown a light myotoxic activity "in vitro" at higher
concentration. On the other hand, the myotoxic effect was evaluated through release of plasmatic
creatine kinase “in vivo” and was carry out histophatologic analyzes mouse gastrocnemius
muscle, with these last tests were observed larger morphologic changes when compared to
studies “in vitro”, showing directly related with the CK liberation. BtTX-II induces local
miotoxicity after intramuscular injection, but it did not produce systemic miotoxicity after
intravenous injections. The edematogenic effect was studied through the model mouse paw
edema and showed to be high in the first hours after subcutaneous injections, in all applied
concentrations (1-20 ug). The cytotoxic effect “in vitro” was characterized using a cell culture of

the rodent lineage of myoblasts/myotubes cells. BtTX-II did not induce citotoxicity in skeletal
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muscle myoblasts; however, BtTX-II showed cytotoxic activity in myotubes, both with a
standard concentration of 20 pg. Our results suggest that BtTX-II act in the process of muscular
regeneration in low concentrations (10 pg) during a period of 28 days after intramuscular
injections in the mouse gastrocnemius muscle, This effect was to be appropriate for muscular
regeneration analyzes because it induces necroses and it did not carry out lesion of the vascular
nor nervous tissue, thus, it is of supreme importance for the process of muscular regeneration.
Those results were possible by the presence of satellite cells involved in these processes together

with notorious inflammatory infiltrate in every periods of the regeneration.
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L. Introducao
1.1.  Aspectos gerais e epidemiologicos

Os acidentes causados por serpentes peconhentas constituem importante problema de
Satde Piblica em regides tropicais do Mundo, especialmente na Asia, Africa e América Latina
(Arroyo et al., 1999). A incidéncia e o nimero de mortes por picada de serpentes, no mundo, sao
desconhecidos, seja por falta de registro ou por metodologia deficiente na captacdo de dados
(Lizano et al., 2003).

Fontes conservadoras estimam que o nimero de acidentes ofidicos alcancam 1 milhao,
resultando 600.000 envenenamentos e mais de 20.000 mortes anualmente (Chippaux, 1998).
Outras fontes colocam incidéncias anuais globalmente estimadas em 5 milhdes, com cerca de
40.000 obitos (Warrell, 1996; Chippaux e Goyffon, 1998). Neste século o registro mais recente
limita-se a informacdes regionais (Bochner e Struchiner, 2002; Pinho et al., 2004)

Apenas 14% do total de aproximadamente 3000 espécies de serpentes mundialmente
distribuidas utilizam a titica de subjugar as presas por envenenamento como principal estratégia
alimentar, sendo consideradas venenosas e potencialmente perigosas para o homem (Barraviera e
Pereira, 1994; Waldez e Vogt, 2009; Menez et al., 2006).

As serpentes sdo os répteis de maior sucesso adaptativo, uma vez que elas estdo presentes
em todos os continentes e todas as dreas de vida, com exce¢do das areas polares. Elas estdo
classificadas no Reino Animalia, Filo Chordata, Classe Reptilia, Ordem Squamata e Subordem
Ophidia, existindo diversas familias. Agrupadas na familia Viperidae, os géneros Bothrops
(jararaca), Bothriopsis, Bothrocophias, Crotalus (cascavel) e Lachesis (surucucu); Familia
Elapidae pelo género Micrurus (cobra coral) e a Familia Colubridae pelos géneros Philodryas

(cobra verde) e Clelia (cobra preta ou mugurana) (Lira-da-Silva et al., 2009; Butantan, 2001).

1.2. Familia Viperidae

Os venenos das serpentes que pertencem a familia Viperidae tém uma composi¢ao
quimica muito complexa, com presenca de diversas toxinas e enzimas que afetam multiplos
processos fisioldgicos (Rojas et al., 2001). A familia Viperidae (Viperideos) € a mais extensa das
serpentes venenosas e t€m tendéncia a ser mais pesada e volumosa que as da Eldpidae; muitas
delas sdo notadamente lentas (Chaves et al., 1996). Os Viperideos incluem aproximadamente 270
espécies distribuidas pelo mundo (Mallow et al., 2003) e elas sdo caracterizados pela posse do

aparato de veneno mais sofisticado entre todas as serpentes, consistindo de dois dentes



inoculadores retracteis posicionados na parte anterior do maxilar superior mével, eles sdo
projetados para fora durante o ataque, denticdo solendglifa. Este mecanismo permitiu nos
Viperideos para evoluir os dentes inoculadores particularmente longos e representa o sistema de
entrega de veneno mais sofisticado conhecido em serpentes, que € associado com a histéria de
vida deles como predadores de emboscada predominantemente sedentdrios que alimentam de
presa relativamente grande (Greene, 1992; Wiister et al., 2008), estas serpentes sdo facilmente
identificadas pela cabeca triangular, recoberta por pequenas escamas de aspecto similar as do
corpo, além da presenca de fosseta loreal entre os olhos e a narina.

A subfamilia mais importante é Crotalinae, chamada de serpentes de fosseta ‘pit viper’,
que possuem a forma caracteristica de fosseta térmica, formadas principalmente por varios
géneros venenosos estendidos pelas Américas e algumas espécies na Asia. Atualmente, sdo
conhecidos 18 géneros. No Novo Mundo temos uma maior diversidade, com a presenca de 11
géneros, quando comparado com o Velho Mundo, onde temos a presenga de 7 géneros (Chaves et
al., 1996; McDiarmid et al., 1999).

Os Viperideos representam o mais importante grupo de serpentes para a Satde Publica,
pois sdo responsdveis pela enorme maioria e pelos mais graves acidentes ofidicos registrados, nao
s6 no Brasil, mas também em outros paises americanos. Os envenenamentos provocados por
estas serpentes sdo caracterizados pelos seus efeitos locais e sist€émicos (Gutiérrez et al., 2005;
White, 2005), que acometem tanto a regido da picada, quanto os tecidos e 6rgdos afastados do
local da picada; tais efeitos se manifestardo ao final de 2-3 horas, através de coagulopatias,
choque cardiovascular e insuficiéncia renal (Rojas et al., 2001; Franca e Mdlaque, 2003).

Recentemente tém sido reclassificados os géneros sul-americanos desta subfamilia de
Viperideos em Bothriechis, Bothriopsis, Bothrocophias, Porthidium, Bothrops, Crotalus e
Lachesis (de Carvalho et al., 2007). Sao quatro grupos de serpentes que podem causar acidentes
ofidicos no Brasil: Grupo I (Géneros Bothrops, Bothriopsis e Bothrocophias; conhecidas
popularmente como jararacas, caissaca, urutd-cruzeiro, jararacussu); Grupo II (Género Crotalus;
conhecidas popularmente como cascavéis); Grupo III (Género Lachesis; conhecidas
popularmente como surucucu-bico-de-jaca) e Grupo IV (Géneros Micrurus e Leptomicrurus;

conhecidas popularmente como corais-verdadeiras) (Melgarejo, 2003).



1.3.  Bothriopsis taeniata

Bothriopsis (“pitvipers”) € um género de serpentes venenosas que esta incluido no grupo
Bothrops (Grazziotin e Echeverrigaray, 2005). O nome cientifico dele é derivado das palavras
gregas bothros ("foseta") e -opsis ("face" ou "aparecimento"), uma insinuacdo para as fossetas
loreais, é considerado um grupo recente e relativamente especializado em alguns aspectos
bioldgicos.

Em humanos, denomina-se "acidente botropico" o causado por qualquer um das espécies
do grupo Bothrops. Tais acidentes botrépicos sdo mais frequentes do que os crotdlicos
(Cascaveis); laquésicos, determinados pela picada de Lachesis muta (Surucutinga, Surucucu-de-
fogo, Surucucu-pico-de-jaca) e elapidicos, os causados por serpentes do género Micrurus (Corais
verdadeiras), que sdo bem menos comuns (Borges, 1999, Barraviera e Pereira, 1994).

As espécies do gé€nero Bothriopsis possuem cauda preénsil com mais de 70 escamas
subcaudais (conseguem subir nas copas das drvores); espécies subarboricolas com dieta
generalista (Fenwick et al., 2009). Alimentam-se principalmente de roedores e anuros, e também
de serpentes e lagartos; também mencionaram pequenos pdssaros encontrados no contetdo
estomacal dessa espécie (Turci et al., 2009) e habitam as florestas tropicais do Norte da América
do Sul, particularmente nos paises andinos. H4 seis espécies na América do Sul do género
Bothriopsis (familia Viperidae), e no Brasil ocorrem duas espécies: Bothriopsis bilineata e

Bothriopsis taeniata (Lira-da-Silva et al., 2009).

Figura 1. A serpente Bothriopsis taeniata (Speckled forest pit viper) (Foto de www.flickr.com/photos).



Serpentes geralmente conhecidas como viboras de fossetas da floresta (Forest pit vipers)
sdo excepcionalmente longas e variam em tamanho (Campbell e Lamar, 2004). Tém sido
descritas como semi-arboreas, mas também sido predominantemente terrestres (Cunha e
Nascimento, 1978; Campbell e Lamar, 2004). Bothriopsis taeniata € uma vibora rara no Brasil
(Santos, 2003) e quase nunca € encontrada. Isto ocorre devido a semelhanca da coloracdo de
corpo, que imita as folhas e liquens do chao da floresta (Melgarejo, 2003). Tem sido reportado
um caso auténtico de uma picada desta serpente conhecida também como jararaca estrela (Torrez
et al., 2009) ou jararaca tigrina (Miranda-Silva, 2009) (Figura 1).

Recentemente, houve uma conscientizagdo crescente entre muitos investigadores que uma
base taxonOmica € essencial para a pesquisa toxinoldgica e pode ser de vital importancia para a
formulacdo de estratégias no tratamento de antiveneno para pacientes envenenados (Golay et al.,
1993; Wiister e Harvey, 1996).

Os venenos das serpentes atuam sob diferentes mecanismos em nosso organismo, assim
de acordo com sua acdo, podemos classificd-los em: Proteolitico, Coagulante, Neurotéxico,
Hemorrédgico, Miotéxico e Nefrotéxico (Arcolini, 2006). A acdo proteolitica no local da picada,
possivelmente, decorre da atividade de proteases, hialuronidases e fosfolipases, da liberacdo de
mediadores da resposta inflamatdria, da acdo das hemorraginas sobre o endotélio vascular e da

acdo pro-coagulante do veneno (FUNASA, 2001).

W v v Vv
Fosfolipases Ag Metaloproteinases Fatores que afetam Fatores
miotoxicas hemorragicas a coagulacio edematizantes
Degradacao da

matriz extracelular

|
e —— | |

Danho tisular Resposta
local inflamatoria

Esquema 1. Hipéteses sobre o desenvolvimento dos efeitos locais induzidos por venenos das serpentes da familia
Viperidae (Adaptado de Gutiérrez, J.M. e Lomonte, B. 2003).



A manifestacdo sintomética no envenenamento é caracterizada por dor e edema local de
intensidade varidvel, gengivorragia, epistaxe e hematiria, equimoses; bolhas e necrose podem
aparecer em dias sucessivos, com ou sem alteracao do tempo de coagulacdo (Arcolini, 2006). As
manifestacdes hemorragicas sao decorrentes da acdo das hemorraginas que provocam lesdes na
membrana basal dos capilares, associadas a trombocitopenia e alteracdes da coagulagdo (Marques
et al, 2003). O esquema 1 sintetiza o que foi exposto. Mas indiscutivelmente ainda hd uma série
de incOgnitas com relagdo a patogénese destes efeitos, que ainda permanecem como um desafio

para a pesquisa toxinoldgica na América Latina (Gutiérrez ¢ Lomonte, 2003).

1.4. Fosfolipase A,

Fosfolipases sdo enzimas esteroliticas que hidrolisam glicerofosfolipideos. Baseado em
seu modo de acdo, elas s@o classificadas em quatro diferentes grupos, denominados A; (PLA)),
A, (PLA;), C (PLC) e D (PLD) de acordo com o local de hidrélise no substrato (Wang, 2001)
(Figura 2).

Colina Coljina
l
O
PLD «—— ;
O=P-0 O=P-0O
| |
PLC ¢——— | o 0
| | |
H,C —CH — CH, Hz(lj —(lzu — CH, ¢=0
L@
0O 0 @ O OH
PLA, +—— | > +
0=C (C=0 0=C
PC lisoPC AG

Figura 2. Sitios de atuacdo das fosfolipases e hidrdlise de fosfatidilcolina por PLA, e os produtos da reacdo. Note
que a seta PLA, indica o local de hidrélise, e seus produtos da reacdo final. PC, Fosfatidilcolina; AG, dcido graxo e
LisoPC, lisofosfatidilcolina (Modificado de Wang 2001).

Os venenos de serpentes contém um grande nimero de proteinas bioativas, entre elas a
fosfolipase A, (EC 3.1.1.4), dependente de cdlcio, que catalisa a hidrélise de 1,2-diacil-3-syn-
glicerol dos fosfoglicerideos. Esta reacdo libera quantidades equimolares de 4cido graxo da

posicdo sn-2 e o lisofosfatideo (Arni e Ward, 1996; Kini, 2003; Pirolla et al., 2011).
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Fosfatidilcolina, fosfatidilinositol, fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol e 4cido
fosfatidico sdo os substratos de PLAj;s mais comuns que conduzem a formagdo de
lisofosfolipideos diferentes (Cisne de Paula et al., 2009).

PLA;s participam de uma ampla variedade de processos fisioldgicos, incluindo digestao
de fosfolipideos, remodelamento de membrana celular e defesa do héspede, e também toma parte
em processos fisiopatoldgicos produzindo precursores de varios tipos de mediadores lipidicos
biologicamente ativos, tais como: prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos e fator ativante de
plaquetas (PAF) (Arita et al., 1989). PLA;s sdo enzimas amplamente distribuidas na natureza e
sdo as mais estudadas entre todas as fosfolipases (Kini, 1997; Ponce-Soto et al., 2006; Zhang et

al., 2007).

1.4.1. Classificacao de enzimas PLA;s

Existem varias formas de se classificarem as PLA,s, de acordo com suas caracteristicas
bioquimicas, como localizacio celular (intracelular e extracelular), requerimento de Ca®*
(dependentes e independentes de Ca®™), especificidade de substrato e a estrutura primdria. Estas
PLAs sdo classificadas em varias familias (Davidson e Dennis, 1990).

Inicialmente, as PLAjs foram classificadas em dois grupos, que foram originalmente
usados em 1977 para distinguir entre venenos das familias Elapidae (cobras, najas, kraits,
mambas e serpentes corais) € Hydrophydae (serpentes do mar), ambas pertencentes ao grupo I, e
da familia Viperidae (surucucus, cascavéis e jararacas), pertencente ao grupo II, baseado no

nimero de pontes bissulfeto (Heinrikson et al., 1977).

Fosfolipase A,
Enzimas de Alto Enzimas de Baixo
Peso Molecular Peso Molecular
(intracelular) (extracelular/secretoria)
CaZ*_dependente CaZ"-independente Grupo I Grupo I1I GrupoIl  Grupo IV

Grupo IA Grupo IB Grupo ITA  Grupo IIB
Elapidico  Pancredtico Asp49 Lys49

Figura 3: Classificagdo de enzimas PLA,s (Adaptado de Kini, 1997)



Diversas PLA;s t€ém sido descobertas em secre¢des (SPLA,, secretdrias ou extracelulares)
e no citosol (cPLA; ou intracelulares), assim como enzimas de alto (61-114 KDa) e baixo peso
molecular (13-18 KDa). De acordo com Kini (1997), as PLA;s de baixo peso molecular podem
ser subdivididas em quatro grupos (I, II, IIl e IV) pela sua estrutura primdria (Figura 3). As
PLA;s intracelulares apresentam alta massa molecular (85 kDa), geralmente estdo associadas as
membranas, sdo célcio-dependentes e estdo envolvidas no metabolismo de fosfolipidios
(perturbagdes das membranas), na sinalizacdo celular e no remodelamento de fosfolipidios PLA;
(Arni e Ward, 1996; Six e Dennis, 2000).

Atualmente, a superfamilia das PLA,s € composta por 15 grupos que, a despeito de suas
distribuicdes e ocorréncias variadas, caracterizam-se por apresentarem similaridade sequencial e
estrutural, diferenciando-se somente pela localizacdo e quantidade de pontes dissulfeto e pelo
comprimento de seus loops. Por todas estas caracteristicas, Burke e Dennis (2009) as classificam
em cinco tipos principais de PLA;s: sPLA, secretéria, cPLA; citosélica, iPLA, independente de
Ca2+, acetilhidrolases de PAF e PLA; lisossomal.

As PLA;s de veneno de serpentes (sPLAjs) sdo proteinas secretadas pertencentes aos
grupos I e II. As do grupo I sdo encontradas em venenos de serpentes da familia Elapidae
(Elapinae e Hydrophiinae) e tecidos pancredticos de mamiferos, enquanto que as do grupo II sdo
subdivididas em sete subgrupos (IIA-IIF), sendo que o subgrupo IIA engloba as PLA;s
encontradas nos venenos de serpentes da familia Viperidae (Viperinae e Crotalinae) e em tecidos
nao pancredticos de mamiferos (Six e Dennis, 2000; Burke e Dennis, 2009). Devido ao constante
avango de técnicas de sequenciamento de aminodcidos e caracterizacdo estrutural, novas PLA;s
foram e continuam sendo descobertas, necessitando-se de constante revisdo bibliogrifica para
atualizac@o de seus grupos e subgrupos.

sPLA»s de baixa massa molecular (13-18 kDa) tém varias caracteristicas distintas de
outras familias de PLA;, como um conteido alto de pontes bissulfeto, um requerimento de
concentracdes milimolares de célcio para catélise e uma especificidade ampla para fosfolipideos
com diferentes grupos de cabeca polar e cadeias de dcidos graxos. Além das fun¢des enzimaticas,
elas podem mostrar vérias funcdes bioldgicas (Mukheerjee et al., 1994), como as sPLA, de
mamifero, que fazem um papel importante em fertilizacdo (Fry et al., 1992), proliferacdo celular
(Nakajima et al., 1992; Sommers et al., 1992), hiper-sensibilizacdo e doencas inflamatdrias
cronicas (Vadas e Pruzanski, 1986; Vadas et al., 1993). Porém, enzimas de mamifero geralmente

sd0 ndo toéxicas e falham para induzir efeitos farmacoldgicos potentes. Por outro lado, enzimas
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PLA;s de veneno de serpente, além do possivel papel na imobilizacdo e captura da presa, também
participa na digestdo da presa e exibem efeitos toxicos (Kini, 2003).

Venenos de serpente do Grupo I (Elapidae and Hydrophidae) e do grupo II (Crotalidae
and Viperidae) sdo uma fonte abundante de enzimas PLA;s e apresentam semelhanca em suas
estruturas primdrias e secundarias em relagao as de mamiferos. As PLA;s estao entre as proteinas
téxicas principais do veneno, exibindo um grande espectro de efeitos farmacoldgicos,
interferindo em processos fisiologicos normais da presa ou vitimas (Kini, 1997 e 2005; Schaloske
e Dennis, 2006), como neurotoxicidade (pré ou pds-sindptica), miotoxicidade (mionecrose local
ou sistémica), cardiotoxicidade, ativacdo e/ou inibi¢do da agregacdo plaquetdria, anticoagulacao,
edema, convulsdo, hipotensdo, hemorragia interna, dentre outras, porém, nem todas as PLA;s
induzem todos esses efeitos.

PLA;s de veneno de serpente tipicamente existem como mondmeros € as vezes como
complexos formados entre enzimas PLA;, como também com outras proteinas, por interagdes
covalentes ou nio covalentes. Frequentemente, um dnico veneno de serpente contém vérias
isoenzimas PLA; e, as vezes, diferentes isoenzimas induzem efeitos farmacoldgicos distintos. A
presenca de multiplos isoformas de uma proteina evidencia a ocorréncia de duplicacdes génicas e
a grande diversidade estrutural e funcional em cada familia multigénica de proteinas indica a
acdo de uma evolugdo acelerada das toxinas (Kordis et al., 2002; Ohno et al., 2002).

Usualmente, as PLA;s do grupo IIA sdo também subdivididas em dois grandes subgrupos
principais: as PLA;s D49, assim denominadas por possuirem um residuo de aspartato na posi¢ao
49 e sdo cataliticamente ativas, e as PLA,s K49, nas quais o residuo de aspartato é substituido por
um residuo de lisina na mesma posicdo, que tem baixa ou nenhuma atividade catalitica (de
Araujo et al., 1996), sendo ambas biologicamente ativas (Gutiérrez e Lomonte, 1995; Arni e
Ward, 1996). Além da atividade enzimética, as PLA;s de veneno pode ter atividades neurotdxica,
miotéxica, hemolitica, anticoagulante, cardiotéxica e edematogénica, como também agregante
plaquetaria ou antiagregante plaquetaria (Arni e Ward, 1996; Kini, 2004; Kini, 2005; Ohno et al.,

2003), sendo assim uma molécula multifuncional.



1.4.2. Mecanismo catalitico das PLA,s

A presenca de um fon célcio divalente (Ca®) é um cofator essencial para a ligacdo do
substrato no sitio catalitico e para o processo enzimatico das fosfolipases A, (Berg et al., 2001).
O mecanismo atualmente aceito para a agdo catalitica de PLA, foi originalmente proposto por
Scott et al. (1990) sendo posteriormente revisado por Kini et al. (2003).

A unidade catalitica das PLLA; € constituida pelos residuos de aminoédcido His-48 (posi¢ao
48 da cadeia polipeptidica), Asp-99 e uma molécula de dgua (Figura 4). No mecanismo de
catélise proposto, o préton na posicdo 3 do anel imidazdlico da His-48 estd envolvido em uma
forte interacdo com o grupo carboxilato do Asp-99, impedindo que ocorra rotacdo do anel
imidazdlico, deixando o nitrogénio na posi¢do 1 deste anel (que estd envolvido na catdlise) em
posicdo espacial apropriada. Uma molécula de dgua promove entdo o ataque nucleofilico ao
carbono do grupo éster do substrato e, nesse momento, o anel imidazélico da His-48 recebe um

préton da molécula de dgua, facilitando a reacdo (Berg et al., 2001).

Tyr-52
f His-48
A OH z’_( G
S £, 8 |)f—30
o ool N N
H O:C/ N A A |
OH Asp-99 \O\:,, o o
7N =
H O \0-(ca?) 00C
N/ L
0 0 |
2
R—C—0—C'* 3 CHy—0—P—0—X Asp-49
Tyr-73 E &

Figura 4. Representagdo esquemdtica do mecanismo catalitico das PLA,s (Adaptado de Janssen et al., 1999).

Ap6s a hidrdlise da ligacao acil-éster na posi¢cao sn-2 do fosfoglicerideo (substrato), este
préton é doado pelo anel imidazdlico para o oxigé€nio, que forma entdo o grupo élcool do
lisofosfolipideo a ser liberado (Verheij et al., 1980a, b). O mecanismo catalitico das PLA,s de
baixo peso molecular (14 kDa) envolve residuos que participam da al¢a de ligac@o para ions Ca*™
nas PLA, cléssicas, que sdo Tyr-28 (posicao 28 na cadeia polipeptidica), Gly-30, Gly-32 e Asp-
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49. No mecanismo de catdlise, o célcio tem dupla funcdo: fixagdo do grupamento fosfato do
fosfolipideo e estabilizacdo da carga negativa do oxigénio do grupo carbonil da ligacdo éster da
posicdo sn-2 do substrato (Yang, 1994, 1997). A amida NH da Gly-30 também foi sugerida como
um fator importante na estabilizacdo do estado de transicdo (Verheij et al., 1980b).

Por ultimo, depois da protonacdao do lisofosfolipidio formado, juntamente com a
desprotonacdo do nitrogénio &; da histidina. Observa-se que neste ponto, o sitio catalitico é
regenerado as condigdes iniciais e ocorre a formagdo de produtos ndo ionizados, liberados na
sequéncia de reacdes (Janssen et al., 1999).

Como anteriormente mencionado, o residuo de dcido aspartico na posi¢cdo 49 das PLA;s é
essencial para a coordenacdao do ion Ca”™, sendo responsavel, conjuntamente com outros
aminodcidos, pela fixacdo do substrato ao sitio enzimadtico e consequentemente pela atividade
catalitica exercida por estas enzimas (Figura 5a). No entanto, a substitui¢cdo natural da Asp49 por
uma lisina impede a coordenacdo deste fon (Scott et al., 1990) e, ainda, o N¢ da cadeia lateral da
Lys49 ocupa a posi¢do do fon Ca*?, inviabilizando a ocorréncia da reacdo catalitica (Lee et al.,

2001) (Figura 5b).

(a) (b)

C27

Figura 5: Figura ilustrativa dos residuos do sitio catalitico de PLA, D49 que possibilita coordenagdo do Ca** e
regido analoga das PLA, K49. (a). Loop de ligagdo de Ca** de uma PLA, D49 de Naja naja naja. (b). Regido andloga
a regido de ligacio de Ca™ da BaspTX-II (PLA, K49) do veneno de Bothrops asper. WAT: molécula de dgua
(Adaptado de Ward et al., 1998).

As PLA;s K49 sao consideradas PLA;s homdlogas por ndo possuirem atividade catalitica
detectavel frente a substratos lipidicos. Sdo proteinas bdsicas e hidrofébicas com elevada
atividade miotdxica tanto in vivo quanto in vitro (Liu et al., 1990; Francis et al., 1991, Dennis,

1994; Gutiérrez e Lomonte, 1997; Ward et al., 1998).
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1.4.3. Especificidade farmacologica de PLA,s

Segundo Kini (2003), as PLA, procedentes de veneno de serpentes compartilham uma
similaridade em estrutura e fun¢do com as enzimas de mamifero. Propde-se que as PLA;
procedentes de veneno de serpentes possuam uma habilidade de se unir a um “sitio especifico”
das membranas celulares alvo, devido a sua alta afinidade de se ligar a proteinas especificas que
atuam como receptores ou aceptores. Essa ligacdo especifica de PLA, se dispde pela presenca de
um sitio “farmacolégico” em sua superficie, que € independente do sitio catalitico. A interacdo da
alta afinidade da PLA; com seu aceptor (proteina alvo) deve-se provavelmente a
complementaridade de carga, hidrofobicidade e for¢as de Van der Walls, que se da entre o sitio
farmacol6gico da PLA; e o sitio alvo na superficie do receptor proteico ou aceptor na membrana
celular. A PLA; pode induzir seus efeitos farmacolégicos por mecanismos dependentes ou
independentes de sua atividade enzimadtica. Desta forma o esquema 2 representa a hipdtese

apresentada por Kini (2003):

1 — A célula alvo difere de uma célula nao alvo (extremo direito), pela presenca de sitios alvos
(A) distintos na superficie da célula, que podem ser uma proteina ou glicoproteina
transmembrana.

2 — Temos o sitio complementar ao sitio alvo; o sitio farmacoldgico (F) estd presente na PLA,
especifica, além do sitio catalitico (C). Uma PLA; ndo especifica (extremo direito) ndo possui o
sitio farmacol6gico (F). A natureza e a ubicagdo dos sitios farmacoldgicos na superficie
molecular das PLLA, variam com a enzima.

3 — Quando se administra a PLA,, por meio da via intraperitoneal ou intravenosa, as PLA;
especificas procuram e se ligam as células alvo, devido a sua afinidade alta pelo sitio alvo. De
outro lado, uma PLA, ndo especifica vai se ligar a muitos tipos diferentes de células. As PLA;
ndo especificas, assim, nao vao lesar a célula alvo eficazmente como a PLA,; especifica.

4 — Um sistema in vitro ou ex vivo, como por exemplo, célula, tecido ou érgdo incubado com as
PLAjs. As PLA;s especificas e ndo especificas podem lesar a célula alvo e poderiam exibir
“efeitos farmacoldgicos”. Isto € particularmente verdade quando a atividade enzimética
desempenha um papel maior, induzindo o efeito farmacolégico, embora sejam necessdrias

quantidades mais altas de enzimas ndo especificas para induzirem os efeitos similares das PLA,

especifica.
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Esquema 2. Modelo para explicar os efeitos farmacolégicos das PLA,s. (Adaptado de Kini, 2003).



5 — As PLA;s especificas se ligam ao alvo (ou aceptor), a proteina na membrana plasmética (MP)
com uma alta afinidade (10 M). No entanto, também ocorre uma afinidade baixa (10 a 10 M)
quando se liga a fosfolipideos. Os estudos de ligacdo especifica sempre indicam a afinidade alta e
baixa aos sitios alvos. A afinidade € alta ao sitio alvo, é baixa comparada a sitios de ligacao de
baixa afinidade. Os tratamentos para destruir as proteinas alvo produzem a perda da alta afinidade
de se ligar, mas ndo baixa a afinidade dos sitios alvos. Assim, as PLA»s ndo especificas ligam-se
aos fosfolipideos com a afinidade baixa e ndo se ligam ao sitio alvo.

6 — Vemos que o sitio alvo € um “bom encaixe” para o sitio farmacoldgico em espécies de células
ou tecidos suscetiveis. Nas espécies ndo suscetiveis, aquelas que tém sofrido processos de
mutacdes (M) ou modificagdes pds traducionais (MPT), como glicosilagdes, células ou tecidos
suscetiveis, sdo suficientes para alterar a afinidade especifica da PLA; com a célula alvo. Isso
explica a especificidade das espécies observadas, na habilidade das PLA;s de exibir seus efeitos

farmacolégicos (Kini, 2003).

1.5. Miotoxinas

As miotoxinas sdo particularmente abundantes e amplamente distribuidas nos venenos de
serpentes, ou de outros organismos. Sao geralmente definidas como componentes naturais
(proteinas pequenas e peptideos) das secrecdes venenosas que podem agir localmente,
danificando as fibras musculares irreversivelmente (mionecrose) no local da picada e ao redor.
Entretanto outras miotoxinas agem sistematicamente, causando dano muscular em sitios
distantes. A mionecrose é considerada uma importante complicacdo médica da picada da
serpente, podendo provocar sequelas drasticas, como perda de tecido até amputacao (Otero et al.,
2002; Gutierrez e Onwby, 2003; Lomonte et al., 2003). Por outro lado, a miotoxicidade sistémica
pode provocar mioglobintria e insuficiéncia renal severa, uma causa frequente de morte por
picada de serpente (Azevedo-Marques et al., 1985).

As miotoxinas até entdo descritas nos venenos de serpente podem ser classificadas em trés
principais grupos (Harris e Cullen, 1990): (1) as miotoxinas 'pequenas' (p. ex. crotamina de
Crotalus durissus terrificus, miotoxina A de Crotalus viridis viridis), (2) as cardiotoxinas, e (3)
as miotoxinas PLA, (Figura 6). As miotoxinas PLA, formam o maior grupo que pode ser mais
adiante categorizado em tipos neurotdxicos e ndo-neurotoxicos (Mebs e Ownby, 1990). Entre o
ultimo, uma divisdo clara entre miotoxinas 'Asp49' e 'Lys49' existe, como mais adiante sera

detalhado. Um quarto grupo de proteinas miotoxicas tem sido considerado (Gutierrez e Cerdas,
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1984), incluindo uma variedade de componentes de veneno que podem danificar o musculo
esquelético através de mecanismos indiretos, como as toxinas hemorragicas que causam prejuizo
de fluxo de sangue local, isquemia e mionecrose secunddria de inicio lento. Porém, o componente

mais importante e abundante prejudicial para o misculo em venenos animais sao fosfolipases A,.

“Pequenas” Basicas, ndo enzimaticas,cadeia
miotoxinas tnica de peptideos de 42-45 a.a.

Miotoxinas e __ Basicas. ndo enzimaticas,
Cardiotoxinas L .
Cadeia tinica de proteinas de ~60 a.a.

Basicas, cadeia inica(~120 a.a.) ou
proteinas multiméricas com atividade
catalitica e Neurotoxicidade pré-sinaptica.

Neurotoxinas

PLA;

Enzimaticamente ___ Basicas, cadeia inica

ativas Asp49 (~120 a.a.) ou proteinas
diméricas com atividade
fosfolipasica.

N#o neurotoxinas

Enzimaticamente — Bésicas. cadeia tinica

inativas Lys/Ser49s49 (~120 a.a.) ou proteinas
diméricas com estrutura
fosfolipasica

Figura 6. Classificacdo e caracteristicas gerais de miotoxinas de veneno de serpente (Adaptado de Lomonte et al.,
2003).

1.5.1. Miotoxinas PLA; D49 e K49 de veneno de serpente

As miotoxinas PLA, de venenos de serpente possuem uma regido catalitica conservada
formada principalmente por quatro residuos de aminodcido His48, Asp49, Tyr52, e Asp99 (Arni
e Ward, 1996). Juntamente com residuos da regido (ou loop) de unido para célcio, o aminodcido
Asp49 coordena o cofator essencial de fon Ca®* para hidrélise de fosfolipideos (Scott et al.,
1990). Desta forma, a presenca de Asp49 e a capacidade de se ligar ao Ca** sdo consideradas
como um requerimento absoluto para a expressdo da atividade catalitica em todas as PLAjs
secretdrias.

Em geral, miotoxinas PLA; sdo proteinas basicas (Gutiérrez e Lomonte, 1997; Moura-da-
Silva, et al., 1991) e em alguns casos as PLA,s K49 sdo mais miotoxicas que as PLA, D49,
ambas provenientes da fonte de veneno de serpente (Selistre de Araujo et al., 1996; Ownby et al.,
1999). Este tipo de proteinas semelhantes estd presente em vdrias espécies de serpentes

Viperidae, principalmente da subfamilia Crotalinae (Lomonte et al., 2003). Devido a diferenca
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essencial delas com as verdadeiras enzimas PLA,, as proteinas Lys49 substituidas geralmente
foram chamadas "PLA;-like", ou "PLA; homdlogas” (Lomonte et al., 2009).

O tipo mais frequente de toxinas apresenta a substituicao de Lys, mas outros aminodcidos,
como Ser (Krizaj et al., 1991; Polgar et al., 1996), Arg (Mebs et al., 2006; Wei et al., 2006;
Murakami et al., 2008), Gln (Bao et al., 2005), e Asn (Pan et al., 1998) também foram achados
nesta posi¢do. A maior parte da estrutura priméria das PLA»s de veneno de serpente € conservado
em grupos € participa na atividade catalitica ou ocupa posi¢des fundamentais (Figura 7). A
estrutura secunddria destas fosfolipases de veneno de serpente também € preservada estritamente,
como também a estrutura tridimensional que inclui uma a-hélice N-terminal, uma asa de unido
para Ca®*, duas longas a-hélices antiparalelas, duas curtas -folhas antiparalelas e uma regido C-

terminal (Ohno et al., 2003).
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1.6. Neurotoxinas

Neurotoxinas sdo componentes presentes nos venenos de serpente e podem afetar o
sistema nervoso de diferentes maneiras: bloqueando todos os impulsos nervosos, de forma que a
presa fique paralisada e a respiracdo seja interrompida, ou sobrecarregando o sistema nervoso,
levando-o ao colapso com sérias convulsdes e a contragdo de todos os musculos, seguidas de
morte. No entanto, nem todas as neurotoxinas t€ém o modo de a¢do ou produzem efeitos clinicos
similares (Rodriguez-Acosta, 2001; Rodriguez-Acosta, 2003).

Um dos maiores alvos dos venenos das serpentes € o sistema nervoso somdtico, em
particular a jun¢ao neuromuscular do musculo esquelético. A inibi¢do da transmissdo sindptica
neuromuscular neste lugar produz paralisia da musculatura respiratéria, como o diafragma, por
exemplo, o que leva a morte (Lalloo et al., 1996). Por conseguinte, muitas das pesquisas t€ém sido
dirigidas com o intuito de aumentar a compreensdo sobre a acdo do veneno das serpentes e das
toxinas isoladas que agem na junc¢do neuromuscular (Hodgson e Wickramaratna, 2002).

De acordo com Tu (1977), as neurotoxinas podem ser classificadas em dois grupos: 1)
Inibidores da conducdo axOnica, a estimulagdo do axdnio que resulta da despolarizacdo da
membrana celular e envolve uma mudanca na condutincia dos fons Na*, K e Ca*. Assim,
qualquer substancia que altere 0 movimento normal, principalmente dos fons Na* e K*, pode ser
considerada como sendo neurotéxica. Como exemplo pode-se citar a tetrodotoxina, que € uma
neurotoxina isolada do veneno do baiacu ou "puffer fish", caracterizando-se por bloquear os
canais de sodio (Narahashi et al., 1967; Hass et al., 1986). Toxinas do veneno de escorpides
também podem afetar condutividade do axonio, devido a sua atuagdo sobre os canais de sddio
(Rochat et al., 1970, Zlotkin et al., 1971, Strichartz e Wang, 1986).

2) Inibidores da transmissdo sindptica sdo aquelas toxinas que atuam sobre a condugio
axOnica na transmissdo sindptica na regido da placa motora da jun¢do neuromuscular, regido
especializada da fibra muscular onde o impulso nervoso, ao atingir a terminag¢do nervosa pré-
sindptica, determina a sua despolarizagdo, ativando a entrada de fon cdlcio para dentro da
membrana, sinalizando a liberacdo do neurotransmissor. Estas atuam afetando a liberacdo do
neurotransmissor (acetilcolina) e consequentemente impedindo a transmissdo do impulso
nervoso. Segundo Tu (1977) esta classe de toxinas que causam alteracdo da transmissao sindptica
¢ dividida em dois grandes sub-grupos: as neurotoxinas pré-sindpticas (p-neurotoxinas) e as

neurotoxinas pds-sindpticas (0-neurotoxinas).
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1.6.1. Neurotoxinas pré-sinapticas

Denominadas como f-neurotoxinas, estas toxinas atuam inibindo o processo de liberacdo
da acetilcolina. Sua poténcia é maior que a das neurotoxinas pds-sindpticas (a-neurotoxinas).
Como exemplo, a toxina B-bungarotoxina, uma toxina composta por duas subunidades de 8800 e
12400 daltons, interligadas por pontes dissulfeto (Chang e Lee, 1977, Kelly, 1979). Tanto as {3
quanto as o-neurotoxinas sdo encontradas em venenos elapidicos, tal como Bungarus
multicinctus (o0 e P-bungarotoxina). Além disso, pode ser um polipeptidio de cadeia simples
(notexina) ou toxinas que consistem de multiplas subunidades, por exemplo, crotoxina, taipoxina
e textiloxina consistem de duas, trés e cinco subunidades, respectivamente.

A maioria dos venenos contém multiplas isoformas de uma neurotoxina que diferem em
suas sequéncias de aminodcido (Harris, 1991). Ap6s indimeros estudos, ndo parece existir uma
correlagdo direta entre cadeia estrutural e poténcia, assim, as atividades neurotdxicas nao
aparentam estar diretamente correlacionadas a sua atividade fosfolipdsica e a subsequente
hidrélise de fosfolipidios da membrana (Rosenberg, 1990). Em geral, estas toxinas produzem
bloqueio neuromuscular por inibicdo na liberacdo de acetilcolina do nervo terminal. A acgdo
neurotoxica caracterizada pelo bloqueio neuromuscular (como consequéncia da inibicdo na
liberacdo da acetilcolina, no terminal nervoso) ndo altera significantemente a sensibilidade da
placa motora para a acetilcolina, ou seja, quando age uma neurotoxina pré-sindptica, ndo

necessariamente ha destrui¢do da fibra muscular.

1.6.2. Neurotoxinas pés-sinapticas

Sado toxinas que se ligam aos receptores colinérgicos nicotinicos da regido sub-sindptica
da placa motora semelhante ao curare. Denominadas como a-neurotoxinas, sdo capazes de
bloquear de forma reversivel a transmissdo nervosa, ligando-se competitivamente aos receptores
colinérgicos nicotinicos, evitando a transmissdo neuromuscular e conduzindo a morte por
paralisia flacida do diafragma (Karlsson, 1979, Tselin e Hucho, 2004). As neurotoxinas pds-
sindpticas sdo peptideos de baixo peso molecular (7 a 8 kDa), com 60 e 70 amino4cidos,

desprovidos de atividade enzimatica (Karlsson, 1979).
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1.7. Regeneracio muscular

A musculatura esquelética de mamiferos adultos possui grande capacidade de adaptacdo
as necessidades do organismo. Ela é capaz de se regenerar apds diversos tipos de traumas, como
lesdes, esmagamento, isquemia, denervacdo ou mesmo pelo crescimento normal e exercicios
fisicos, gracas as células mioprecursoras. Essas células atuam no crescimento muscular pds-natal,
na regeneracdo de fibras musculares danificadas e na manuten¢do do musculo esquelético do
individuo adulto (Zammit e Beauchamp, 2001). Independente do tipo de lesdo, a cicatrizagdo
muscular segue uma série de eventos estabelecidos (Lefaucheur e Sébille, 1995).

A patogénese de dano do tecido local induzido por venenos de serpentes botrépicas
revelaram alteracdes que envolvem a acdo de fosfolipases A, miotdxicas e metaloproteinases
hemorragicas (Teixeira et al., 2003). PLA,s miotéxicas podem ser usadas como modelo de estudo
da regeneracao muscular, devido ao fato de que elas induzem necrose, ativada pelo rompimento
de miofibras do sarcolema, refletido no aumento de niveis de proteinas no plasma (CK), e ndo
podem acarretar lesdo de tecido vascular e nervoso, o que € de suma importancia para 0 processo
de regeneragdo muscular (Kasemkijwattana et al., 2000).

O processo de regeneracdo muscular que se segue a necrose local tem sido motivo de
numerosos estudos experimentais (Queir6z et al., 1984; Gutiérrez et al., 1991; Arce et al., 1991,
Harris e Cullen, 1990, e Harris, 2003). O passo prévio ao processo de regeneracdo muscular é
uma reacdo inflamatéria celular com a presenca de neutréfilos e macréfagos (Gutiérrez et al.,
1990), que sdo responsaveis pela fagocitose e remocdo do tecido necrético. Depois disso, o
musculo esquelético pode se regenerar devido principalmente a atuagdo das células satélites, que
sdo células miogénicas localizadas entre a membrana plasmatica e a lamina basal de fibras
musculares adultas (Gutiérrez e Rucavado, 2000; Harris et al., 2003). Durante o processo
degenerativo, as células satélites tornam-se ativadas, diferenciam-se em mioblastos, proliferam-se
e fundem-se para formar os miotubos. Os miotubos, que sdo células multinucleadas com nicleos
centrais enfileirados, diferenciam-se com o passar do tempo em fibras musculares multinucleadas
(Gutiérrez e Ownby, 2003; Harris et al.,, 2003; Charge e Rudnicki, 2004; Tidball, 2005). A
capacidade de regeneragdo resultante de uma lesao parcial ou total da fibra muscular depende de
fatores como a populacdo de células mioprecursoras, revasculariza¢do e reinervacdo (Asakura,

2003; Fano et al., 2004).
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Entender a estrutura da proteina ajuda a avaliar as razdes que podem explicar o seu
funcionamento. A serpente injeta um verdadeiro “coquetel” de constituintes organicos e
inorganicos na vitima, causando profundos danos aos tecidos e com iminéncia de necrose e até
mesmo de morte. Dentre os principais componentes do veneno estao as enzimas PLAs que, em
contato com os tecidos do organismo provocam uma série de reacdes. Também € importante
realcar que as PLA,s fazem parte da fisiologia, com importante fun¢do no controle de
determinadas atividades celulares e também atuam na degradacdo dos fosfolipidios da dieta
sendo esta a sua func¢do fisioldgica mais saliente. Mais, em outros organismos como serpentes ou
os insetos, estas mesmas enzimas podem ter uma atuacdo como toxinas. Muitas das atividades
farmacol6gicas da PLA, podem estar direta ou indiretamente ligadas a atuacdo enzimatica da
molécula, ainda que em estudos comparativos da estrutura dessas PLAs todas tenham a mesma
plataforma molecular. Provavelmente a génese estd na modificacdo de alguns aminodcidos, que
podem induzir mudangas estruturais e funcionais da PLA,. Além dessa atividade enzimatica, se

tem desperto um grande interesse no seu potencial farmacoldgico.
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II. Objetivos

2.1. Isolar e purificar a toxina PLA; D49, BtTX-II, procedente do veneno Bothriopsis taeniata.

2.2. Caracterizar fisico-quimicamente a BtTX-II purificada através de eletroforese de
poliacrilamida (SDS-PAGE), dosagem protéica e sua composi¢do de aminoécidos

(Analisador de aminodcidos Pico-Tag).

2.3. Determinar a massa molecular nativa e alquilada por espectrometria de massa (MALDI-Tof-
MS) e identificar os peptideos tripticos por espectrometria de massa “in tandem” (ESI-

QTof-MS/MS).

2.4. Caracterizar enzimdaticamente a BtTX-II purificada através dos efeitos de temperatura, pHs,

ions e concentracao de substrato (4AN30OBA).

2.5. Avaliar farmacolégicamente das alteracdes funcionais em varios modelos experimentais,
tais como: neurotoxicidade “ex vivo” na preparacdo Biventer cervicis de pintainho (BCp) e
sua andlise morfoldgica e quantitativa “in vitro”, miotoxicidade local e sist€émica “in vivo”
através dos niveis séricos de creatina kinase (CK) plasmaticos no musculo gastrocnémio de

camundongo induzidos pela BtTX-II.
2.6. Avaliar a atividade edematogénica “in vivo” induzido no coxim plantar de camundongos e
determinar a citotoxicidade “in vitro” na linhagem celular mioblastos/miotubos C2C12 de

camundongos.

2.7. Investigar qualitativamente o dano e regeneracdo muscular em camundongos submetidos a

BtTX-II (PLA; D49).
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III. Material e Método

Segue-se o fluxograma com o delineamento geral da pesquisa para melhor entendimento

da descricdo metodoldgica com o intuito de padronizar a obtencdo de fosfolipases A;

provenientes de veneno de serpertes (Esquema 3).

Veneno Total
Bothriopsis taeniata

Sephadex G-75

HPLC -FR

Caracte
Bioqu

rizacdo Caract
imica Farma

erizacdo
colégica

Esquema 3. Fluxograma da caracterizacdo bioquimica e farmacolédgica
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3.1. Veneno
O veneno total de Bothriopsis taeniata procedente da Amazodnia do Peru foi coletado,
dessecado e cedido pelo Prof. Dr. Ronald Navarro Oviedo, da Escola de Biologia da

Universidade Nacional de Sao Agustin de Arequipa — Pert.

3.2  Animais

Foram utilizados para os ensaios biolégicos camundongos machos Swiss (18 a 20 g) e
pintainhos HY-Line W36 de 4 a 9 dias obtidos do Centro Multidisciplinar de Investigacao
Bioldgica (CEMIB) da UNICAMP. Os animais foram mantidos a 24-28°C com alimento e dgua
ad libitum. Todos os ensaios bioldgicos foram realizados com autorizagio da Comissdo de Etica
para Experimentagdo Animal (CEEA) do Instituto de Biologia da UNICAMP (protocolo no
1492-1).

3.3. Purificacao das toxinas de Bothriopsis taeniata
3.3.1. Cromatografia de Exclusao Molecular

Cinquenta miligramas do veneno total foram homogeneizados em 1ml de tampao
bicarbonato de amdnio (NH4),CO3; 1M pH 8,0. Esta solucdo de veneno foi entdo centrifugada a
9000 rpm por 5 minutos para clarificacdo. O sobrenadante obtido foi entdo aplicado a coluna de
exclusdo molecular (Kontex Flex Column 78x2 cm) contendo a resina Sephadex G-75,
previamente equilibrada com (NH4),CO3 0,2 M. A coluna foi eluida com tampao (NH4),CO3 0,2
M a um fluxo constante de 0,25ml/min e monitorado a 280 nm. As fra¢des foram coletadas em

um coletor automatico da Pharmacia Biotech, liofilizadas e armazenadas a —20°C.

3.3.2. HPLC de fase reversa

Todas as fracdes obtidas da cromatografia em sephadex G-75 foram testadas e a que
apresentou atividade PLA, (fracdo III), foi purificada em um sistema HPLC de fase reversa. O
sistema cromatografico usado foi o HPLC-PDA 991 (Waters), equipado com duas bombas
Waters modelo 510/B, um injetor automdtico de amostras U6K com um “loop” de 200 pul e uma
coluna Shim Pack CLC-ODS(M) C18 (4,6mm x 250 mm), previamente equilibrada com &cido
trifluoroacético 0,1%, (v/v) (tampao A) pH 3.5. Foram aplicados Smg da fracdo III dissolvida em
120ul de tampao A (TFA 0.1%) e 80ul de (NH4),CO; IM. A eluicdo da amostra foi realizada
usando-se um gradiente linear (0—100%) com Tampao B (acetonitrila 66,5%, TFA 0,1%). A
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corrida cromatografica foi realizada a um fluxo constante de 1ml/min e monitorada a absorbancia

em 280nm. As fragdes obtidas foram liofilizadas e armazenadas a —20°C.

3.4. Caracterizacao bioquimica da BtTX-II
3.4.1. Dosagem protéica

A dosagem da concentracdo de proteinas presentes no veneno total, fragdes da Sephadex
G-75 e da toxina PLA; isolada, foi realizada através do método de Bradford (1976), baseado na
mudanca de cor do corante azul brilhante de Coomassie G-250 em resposta a diferentes
concentracdes de proteina, existindo em duas formas diferentes de cores, vermelho e azul. A cor
vermelha € convertida para azul apds ligacdo do corante com a proteina. O complexo proteina-
corante possui alto coeficiente de extin¢do, conduzindo para uma grande sensibilidade da medida
de proteina. Para determinac¢do da curva padrdo, utilizou-se albumina de soro bovino como
proteina padrdao, modelo que serviu como parametro para os resultados obtidos das amostras de
Bothriopsis taeniata. A andlise das amostras foi feita no comprimento de onda de 595 nm num
leitor de ELISA, (VERSA Max microplate reader, Molecular Devices, Sunnyvale, CA)
(Bradford, 1976).

3.4.2. Eletroforese em SDS-PAGE

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada seguindo-se a metodologia descrita
por Laemmli (1970). As placas de poliacrilamida feitas de modo descontinuo apresentam um gel
de concentracao de 5% e um gel de corrida de 12,5%. As placas foram preparadas utilizando-se
uma solucdo de acrilamida estoque. O gel de concentracdo a 5% foi preparado utilizando-se o
tampao Tris-HCI 0,5M, pH 6,8 e o gel de corrida foi feito utilizando-se o tampao 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 duplo de mini placas SE 250
Mighty Small II (Hoefer Scientific Instruments). As amostras € os marcadores de massa
molecular foram dissolvidos em tampao 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 e o excesso de corante foi

removido em acido acético 7%.
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3.4.3. Determinacao da atividade fosfolipasica (PLA,)

A determinacdo da atividade PLA, foi realizada segundo o método descrito por Cho e
Kézdy (1991), Holzer e Mackessy (1996) e adaptado para microplaca (Beghini et al., 2000).

A mistura para o ensaio contém 200 ul de tampao (Tris-HCI 10mM, CaCl, 10mM e NaCl
100mM pH 8), 20 ul do substrato cromogénico 4-nitro-3-octanoyloxi-acido benzoico (4N30OAB),
20 ul de dgua ou 20 ul de PLA,, sendo o volume final de 260 ul. Apds a adi¢do de 20 ul das
PLA, em teste, a mistura foi incubada por 40 minutos a 37°C e as absorbancias lidas a intervalos
de 10 minutos.

A atividade enzimadtica expressa como a velocidade inicial da reacdo (Vo) foi calculada
baseada no aumento da absorbancia apds 20 minutos, e foram expressas em quantidades de
produto formado nmoles por mg de proteina (enzima) por minuto (nmoles/mg/min). O ensaio foi
realizado em triplicata e a reacdo lida a 425nm em um VERSA Max microplate reader

(Molecular Devices, Sunnyvale, CA).

3.4.4. Estudos cinéticos da BtTX-II

Para o estudo das caracteristicas bioquimicas de enzimas pode-se langar mao de diversas
ferramentas experimentais, uma das mais utilizadas € a obtenc@o de parametros cinéticos (Km e
Vmax) para os substratos sintéticos. O uso do substrato cromogénico especifico (4AN3OAB) para
PLA,; neste sistema de ensaio acuoso nos permitiu examinar a atividade da enzima, sem o uso de
substratos radioativos ou solventes organicos, permitindo o acompanhamento da reacdo de
hidrolise destas moléculas por leitura espectrofotométrica, facilitando enormemente a obtengao
dos parametros cinéticos. Com a enzima BtTX-II purificada, foi realizada a caracterizacao
cinética, os quais foram feitos em triplicatas e os resultados foram obtidos a partir de suas

médias.

3.4.4.1. Efeito do pH na atividade PLA,

Os ensaios do efeito do pH sobre a atividade PLA, foram realizados em meios de reacao
preparados com diferentes valores de pH (4,0-10,0). Para cada valor de pH, foi feito um controle
e a determinagdo da atividade PLA; foi feita conforme ao item 3.4.3. Os tampdes utilizados nos
experimentos foram: tampao citrato de sédio-HCl para pHs 4,0, 5,0 e 6,0, tampao Tris-HCI para

pHs 7,0 e 8,0, e tampdo Glicina-NaOH para pHs 9,0 e 10,0 respectivamente.
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3.4.4.2. Efeito da temperatura na atividade PLA,
Para determinagdo da temperatura 6tima, estudamos a atividade PLA; em meios de reacdao
com temperatura variada de 25-45 °C. A atividade enzimatica foi determinada conforme ao item

3.4.3., e foi lida em seguida a 425 nm.

3.4.4.3. Efeito da concentracio do substrato na atividade PLA,
Este ensaio foi feito variando-se a concentracdo do substrato cromogénico 4N30OBA. As
concentracdes utilizadas foram: 40; 20; 10; 5; 2,5; 1; 0,3; 0,2 e 0,ImM. A metodologia utilizada

foi conforme ao item 3.4.3.

3.4.4.4. Efeito inibitorio por crotapotinas crotalicas na atividade PLA,

Amostras de BtTX-II (1Img/ml) obtidas do veneno total como descritos anteriormente
foram pré-incubados por 20 minutos no tampao de reacdo com as crotapotinas obtidas de venenos
crotdlicos (Cdt F5 e Cdt F7) de Crotalus durissus terrificus e (Cdcol F3 and Cdcol F4) de
Crotalus durissus colillineatus na razao de 1:1 (W/W), o meio de pré-incubacdo foi o mesmo do
ensaio enzimatico sem a enzima nem a crotapotina. Apods este tempo de incubagdo, o substrato
cromogénico 4-nitro-3-octanoyloxi-acido benzoico (4N3OBA) foi colocado no meio de reacdo, e
ap6s 20 minutos a 37°C, os ensaios foram lidos a 425nm no mesmo aparelho SpectraMax 340

descrito acima.

3.4.4.5. Efeito dos ions na atividade PLA,
A atividade fosfolipasica da BtTX-II foi estudada na presenca dos fons divalentes: Mg+2,
Mn*?, Cd** e Zn** Para a preparacdo dos tampdes, foram usados sais dos respectivos metais € a

determinacao da atividade PLA,; foi feita conforme ao item 3.4.3.

3.4.5. Analise da composicao de aminoacidos.

A anélise de aminodcidos foi realizada no analisador automético de aminodcidos PICO
TAG (Sistema Waters) seguindo a metodologia descrita por Henrikson e Meredith (1984). Os
aminodcidos derivatizados (PTC aminoécidos) das amostras foram separados e identificados, em
uma coluna de fase reversa, de acordo com o tempo de reten¢do dos PTC-aminoacido padrao. A
estimativa da composi¢do global de aminodcidos foi realizada de acordo com método descrito por

Ponce-Soto et al., 2006.
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3.4.6. Analise da proteina por espectrometria de massas

As andlises da proteina BtTX-II por espectrometria de massas foram realizadas pela
técnica MALDI-Tof MS, no Instituto de Psiquiatria Max Planck, em Munique, na Alemanha, e o
andlise dos peptideos tripticos realizados pela técnica ESI-QTof-MS/MS, no laboratério de
espectrometria de massas (MAS) de Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio) CNPEM-
ABTLUS, Campinas.

3.4.6.1. Determinaciao da massa molecular da BtTX-II (MALDI Tof MS)

A massa molecular da toxina nativa e alquilada foi analisada por Espectrometria de
Massas, utilizando-se um Voyager DE PRO MALDI TOF espectrometro de massas (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). 1 pl da amostra dissolvida em TFA 0,1% € misturada a 2 pl.
da matriz 4cido sinapinico (3.5-dimethoxy-4-hydroxicinnamic acid). A matriz foi preparada com
30% de acetonitrila e 0,1% (v/v) de TFA. A massa € analisada de acordo com os seguintes
parimetros: aceleracdo de voltagem 25 kV, laser ajustado a 2890 mJ/com? em 300 ns e o modo
de andlise € linear.

Andlises ESI-CID-MS/MS foram executadas usando um espectrometro de massa hibrido
tempo de voo-quadrupolo (Q-Tof Ultima de Micromass, Manchester, UK) equipado com uma
fonte nano Zspray operando em um modo fon positivo. As condi¢des de ionizagdo de uso
incluido uma voltagem capilar de 2,3 kV, um cone voltagem e lente de 30 V e 100 V,
respectivamente, e a energia de colisdo de 10 eV. A temperatura da fonte foi 70 °C e o cone de
gés foil N, em um fluxo de 80 1/h; gds nebulizando ndo foi utilizado para obter o spray. Argénio
foi usado para esfriamento colisional e para fragmentacdo de fons na celda de colisdo. Calibracao
externa com iodeto de sédio foi feita sobre uma gama de massa desde 50 ate 3000 m/z. Todos os
espectros foram adquiridos com o analisador Tof em “Vmode” (Tof kV = 9.1) e o voltagem MCP

fixado em 2150 V (Damico et al., 2005).

3.4.6.2. Caracterizacao estrutural da BtTX-II por peptideos tripticos

Para a reducdo da proteina, adicionou-se DTT (Ditiotreitol) a SmM de concentragdo final
e incubou-se por 25 minutos a temperatura de 56 °C. Para a alquilacdo adicionou-se TAA
(Iodoacetamida) a 14mM de concentragdo final incubando por 30 minutos a temperatura
ambiente. Apds reducdo e alquilagdo, € feita a adicdo da Tripsina (Promega-Sequence Grade

Modified) diluida em (NH4),CO3 0,05M e a uma concentracdo de 20 ng/pl incubando a 37 °C por
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16 horas. Em seguida, os peptideos foram analisados através de um sistema de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (nanoAcquity UPLC, Waters) associada a um espectrometro de massa
Q-Tof Ultima API (MicroMass/Waters).

Um estudo de sobreposi¢ao de peptideos obtido da digestdo pela tripsina sera realizado, a
partir da cadeia polipeptidica e massa determinada. Por fim, o alinhamento dos fragmentos
peptidicos e sua homologia estrutural foram realizados com outras PLA;s de veneno de serpentes

disponiveis em banco de dados, dentro eles 0 NCBI-BLAST (Altschul et al., 1990).

3.5. Caracterizacao farmacologica da BtTX-II
3.5.1. Atividade miotéxica

Para a determinacdo da atividade miotdéxica local e sist€émica produzidas a partir da
exposicdo a toxina em estudo, grupos de 5 camundongos (18 a 20g) receberam inje¢des
intramuscular (musculo gastrocnémio) e intravenosa (veia caudal) respectivamente, de
quantidades variadas da toxina dissolvidas em 50 pl de tampao PBS, sendo que o grupo controle
recebe apenas PBS.

Ap6s a aplicacdo da toxina, em intervalos de tempo (2, 4, 6, 9, 12 e 24 horas), as amostras
de sangue foram coletadas da cauda em tubos capilares heparinizados e o plasma removido. Apds
centrifugacdo dos capilares na centrifuga para hematdcrito durante 5 min, foram determinados os
niveis plasmaéticos de creatina kinase (CK) (Gutiérrez et al., 2008).

Esta atividade enzimatica é medida através do ensaio cinético utilizando o kit CK-NAC
Método Cinético-UV (LABORLAB), assim 200 ul do substrato reconstituido sao pré-incubados
por 4 minutos a 37 °C, logo sdo acrescentados 4 ul de plasma obtido por centrifuga¢do do
sangrado da cauda do camundongo. A mistura € incubada por 6 minutos registrando as leituras
dos minutos 3, 4, 5 e 6. Determina-se a diferenca média de absorbancia por minuto (AA/min),
diminuindo cada leitura da anterior e tirando a média dos valores. A média foi multiplicada pelo
fator 8095. As leituras foram feitas em leitor de microplacas VERSA Max microplate reader
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA), no comprimento de onda de 340 nm. A atividade foi

expressa em U/l, definida como a fosforilagdo de 1 mmol de creatina/min a 25°C.

3.5.2. Atividade edematogénica
Para a determinacdo da atividade formadora de edema, ocasionada pela toxina isolada

BtTX-II em estudo, grupos de 5 camundongos (18-20 g) receberam a toxina por inje¢dao via
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subplantar no coxim plantar de uma das patas traseiras de camundongo. Inoculou-se diferentes
concentracdes da toxina dissolvidos em 50 pl de tampao PBS de cada tratamento de toxina no
coxim plantar da pata posterior direita do camundongo; a pata posterior esquerda foi injetada com
o mesmo volume de PBS (50 ul) como controle.

Foram feitas medicdes em diferentes intervalos de tempo (1 hora, 2, 3, 6, 12 e 24 horas)
apo6s da injecao da toxina. O edema foi expresso e baseado na porcentagem de edema produzido,
mediante comparacdo entre o aumento em milimetros da pata inoculada com a toxina e o
aumento da pata inoculada com solucao de PBS. A concentracdio minima de formacdo de edema

foi definida como a concentrag¢do de toxina que induz 30% de edema (Lomonte et al., 1993).

3.5.3. Atividade neurotdxica

A preparacao neuromuscular foi isolada e montada conforme descrito por Ginsborg e
Warriner (1960). Os animais (pintainhos) foram sacrificados sob anestesia inalatéria, utilizando-
se Forane® (Isoflurano, Laboratério Abbott). O misculo Biventer cervicis foi removido e
suspenso em uma cuba de 5 ml (Automatic organ multiple-bath LEO1 Letica Scientific
Instruments. Barcelona, Spain), submetida a uma tensdo constante de 1 g, contendo solucdo
nutritiva de Krebs (pH 7,5) da seguinte composi¢do (em mM): NaCl 118,7; KC1 4,7; CaCl, 1,88;
KH,PO4 1,17; MgSO4 1,17; NaHCO3 25,0 e CcH2,06 11,65 em dgua Milli-Q. A solugdo foi
submetida a aeracdo constante com carbogénio (mistura 95% de O, e 5% de CO,) e os ensaios
foram realizados a temperatura de 37°C.

O musculo foi estimulado por meio de eletrodos bipolares de anel de platino (estimulacio
de campo) e colocado ao redor do tenddo ao qual recorre o musculo inervado. Foram aplicados
pulsos supramaximais através de um estimulador (estimulador Grass S48, Powerlab AD
Instruments Barcelona, Spain) sob as seguintes condi¢des: 0,1 Hz de freqiiéncia, 0,2 ms de
duracdo, 5-6 V para a estimulacdo indireta.

As contragdes musculares resultantes de estimulos elétricos maximais e as contraturas em
resposta a adicao de KCl (20 mM) e ACh (73,3 uM) foram registradas em fisiégrafo Gould
RS3400, por meio de transdutores isométricos Load Cell BG-10 GM, acoplado a um registrador
PowerLab/4SP (OUAD Bridge AD Instruments, Barcelona, Spain). Os registros das contraturas
para KCI e ACh foram realizados com auséncia de estimulacdo elétrica, no inicio (antes da
adicao da toxina fosfolipasa A;) e no final do experimento (apds 120 min de incubac¢do com o

veneno). As concentragdes de toxina utilizadas foram 5, 10, 20 e 50pg/ml.
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Antes da adi¢do de cada concentragdo de BtTX-II, foi testada a resposta a Acetilcolina
(ACh; 73,3 UM por 60 s) e K* (KCI 20 mM por 130 s), na auséncia da estimulacdo de campo.
Para os ensaios controle foram adicionados 0,2 ml da solu¢@o Krebs (Prianti et al., 2003).

Os testes farmacoldgicos da neurotoxicidade foram realizados nos Laboratorio de quimica
de proteinas (Departamentos de Bioquimica) e Laboratorio da juncdo neuromuscular

(Departamento de Farmacologia) da UNICAMP, Campinas, Brasil.

3.5.3.1. Analise histolégica do misculo Biventer cervicis de pintainho

Ao final dos experimentos, apds a exposicdo a diversas concentracdes, por 120 minutos,
as preparagdes de Biventer cervicis de pintainho foram retiradas e fixadas em solucao Bouin, por
24 horas. Para este procedimento foi utilizado n=5 para cada protocolo e a fixacdo foi seguida
pela desidratacdo e inclusdo em Parafina. A confec¢do das laminas histolégicas foram seguidas
pela obtencdo das secgdes (2 wm de espessura) de cada experimento, através do micrétomo
(Leika RM 2035), em seguida, foram montadas em laminas e coradas com hematoxilina:eosina
(HE). As laminas foram observadas em microscopio 6ptico (Olympus BXS51) acoplado a um
microcomputador. Apds andlise quantitativa do material histoldgico (andlise obtida por trés
diferentes leitores), foi processada a documentacdo fotomicrografica dos resultados obtidos,
através do microscopio Olympus BX51, com a utilizagdo do programa Image Pro Plus 6.0
(Media Cybernetics, Inc.) para a captura de imagens que foram armazenadas em formato TIF,
com uma resolugdo de 640x480 pixel de tamanho.

De cada corte muscular foram analisados cinco campos microscépicos diferentes. O
nimero de fibras com lesdo foi representado como porcentagem do nimero total de fibras
(normal + lesada) em cada campo. Este estudo foi realizado utilizando um sistema de anélise de
imagens computadorizado (Leica Germany, Qwin).

As observacOes das laminas e os registros fotograficos foram feitos no Departamento de

Histologia e Embriologia do Instituto de Biologia da UNICAMP, em Campinas, Brasil.

3.5.4. Diferenciacao das células da linhagem C2C12

A linhagem celular C2C12 € um subclone da linhagem celular de mioblastos C2 derivada
de células satélites de camundongos adultos (Lopes-Martins et al., 2006). As células C2C12
cresceram em meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Cultilab) suplementado com 10%

de soro fetal bovino (FBS, Cultilab) e 1% de solu¢do antibidtica-antimicética (Cultilab), sempre a

30



37°C em um ambiente imido e a 5% CO2. As células foram mantidas em estado de
subconfluéncia e repicadas a cada 2 ou 3 dias.

Antes dos experimentos, todas as culturas foram examinadas e a sua viabilidade foi
confirmada pelo método de exclusdao do azul de trypan. Para induzir o estresse celular, metade
das culturas foi cultivada em DMEM suplementado com apenas 5% de FBS por 24hs antes de
cada experimento. Esta situacdo in vitro produz estresse similar as condi¢des de estresse in vivo,
reduzindo as taxas de crescimento celular (Pereira et al., 2002; Azevedo et al., 2006).

A diferenciacdo de mioblastos até miotubos realizou-se durante 72 h pela privacdo do soro
fetal bovino. Para isto, logo com a formacdo da monocamada de mioblastos, substituiu-se o meio
de crescimento usual (DMEM-5% de FBS) por meio suplementado com s6 1% de FBS e deixou-
se em 37°C — 5% CO, durante 3 dias até observar uma grande proporcdo de miotubos

multinucleados entre os mioblastos (Clemente et al., 2005).

3.5.5. Ensaio de citotoxicidade

Para os ensaios de citotoxicidade, utilizaram-se mioblastos indiferenciados obtidos de
monocamadas subconfluentes como indicado no item anterior. As células ressuspendidas sao
semeadas em placas de 96 pocos, 1.5-2.5 x 10" células por pogo, no mesmo meio de crescimento
(DMEM-FBS 5%). Nos ensaios realizados com mioblastos, ao atingir a monocamada um 80% de
confluéncia, retirou-se o meio de cultura e a isoforma de PLA, isolada foi diluida no meio de
cultura acrescido com 5% de FBS e adicionadas as células de cultura (200 ul/poco). Para os
ensaios com miotubos, procedeu-se a diferenciacio como mencionado no item anterior. Apos 3
horas de incubagdo a 37 °C e 5% de CO, em atmosfera umida, a viabilidade celular foi
quantificada por coloragdo com o corante Cristal violeta 1% (Saotome et al., 1989). A
citotoxicidade foi avaliada por comparacdo das absorbancias da PLA, testada com as
absorbancias utilizadas como controle (consideradas 100% de viabilidade) e foram expressas
como porcentagem de viabilidade celular. A leitura da absorbancia foi realizada em comprimento
de onda de 620 nm em leitor de ELISA. Todos os experimentos foram feitos em triplicata.

Os experimentos de cultura celular foram realizados na Faculdade de Ciéncias Exatas,
Naturais e de Agrimensura (Departamento de Bioquimica) da Universidade Nacional do

Nordeste, UNNE, Cidade de Corrientes, Argentina.
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3.5.6. Andlise histolégica da regeneracao muscular por microscopia optica

Os animais foram divididos em cinco grupos de 3 camundongos. Cada grupo foi
sacrificado, apds a aplicacdo da toxina, nos seguintes tempos de andlise (1, 7, 14, 21 e 28 dias
apos inicio do experimento) no musculo gastrocnémio de camundongo com a concentragio de 10
ug/50 ul de PBS, com a qual se produz um dano muscular. Ao final da fase experimental, os
animais foram sacrificados por excesso de concentracdo excessiva de um agente anestésico
inalatério halogenado, o isofluorano (Forane®, do laboratério Abbott). Os musculos
gastrocnémio foram cuidadosamente retirados por meio de equipamentos cirdrgicos.

Concluido o tempo de tratamento, os musculos foram fixados em tampao formaldeido
10% durante pelo menos 48 h. Para processar o material, utilizou-se a técnica histoldgica classica
para inclusdo em blocos com parafina (Michalany, 1980) e cortados em micrétomo do tipo Minot
em 5 um e coradas com Hematoxilina e Eosina e dcido periddico de Schiff. As observagdes
morfoldgicas foram feitas em microscopio com microscopio Olimpo BX41.

A andlise digital das imagens foi feita usando o sistema Image ProPlus 4.1.0.1® (Media
Cybernetics, Silver Spring, MA, USA), conectado a uma PC Pentium III Intel. As imagens foram
geradas por méaquina fotogréifica video Sony ExwaveHAD, conectado a um microscépio Olimpo
CH2 com fonte de energia estabilizada. Utilizaram-se lentes com objetivas planocromaticas de
4x, 10x, 40x e 100x aumentos.

O microscépio foi calibrado de fabrica para alcancar uma iluminacido de tipo Koehler;
uma imagem de um campo vazio foi usada para medir a iluminacdo. As imagens foram
armazenadas em formato TIF, com uma resolu¢do de 640x480 pixel de tamanho e 32 bits de cor.

A andlise histopatologica e fotografias foram realizadas no laboratério do Departamento
de Farmacologia da Escola de Ciéncias Veterindrias da Universidade do Nordeste, UNNE, na

cidade de Corrientes, Argentina.

3.6. Analise estatistica

Cada protocolo experimental (Estudos cinéticos, miografias e determinacdo de CK,
andlise histolégico do musculo Biventer cervicis) foi repetido pelo menos 3 vezes, e os resultados
reportados como a média + erro padrao. ANOVA seguido por teste multiplo “Tukey-Kramer” foi
usado para comparagdo estatistica dos dados (andlise de significancia). O valor de p<0.05 foi

considerado significante.
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4. Resultados
4.1. Caracterizacao bioquimica da BtTX-II
4.1.1. Purificacdo da fracdo Bt-IIl a partir do veneno de Bothriopsis taeniata em
cromatografia de exclusao molecular

A coluna de Sephadex G-75 (Kontex Flex Column 78 x 2cm) foi previamente equilibrada
com tampao (NH4),CO3 0,2 M, pH 8,0. Foram dissolvidos e homogeneizados 50 mg de veneno
total de Bothriopsis taeniata em 1 ml de (NH4),CO; 1M. O extrato total foi clarificado
centrifugando a amostra a 9000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi aplicado na coluna
cromatogréafica e a elui¢do realizada usando-se o tampao de equilibrio (NH4),COs 0,2 M pH
8,0).

O perfil cromatogriafico mostrou a presenca de quatro fragdes proteicas principais, as
quais foram denominadas como Bt-I, Bt-II, Bt-IIl e Bt-IV respectivamente (Figura 8). A
atividade PLA, foi avaliada e somente detectada nos tubos 41 ao 52 (), que corresponde a
fracdo Bt-I11, a qual representa o 15,40 % do peso seco do veneno total, esta fracdo foi submetida
a uma nova etapa cromatografica de purificacao em sistema de HPLC. A fracdo Bt-I apresentou
atividade proteolitica e hemorrdgica, a fracdo Bt-II atividades proteolitica e fibrinolitica e a

fracdo Bt-IV ndo apresentou nenhuma atividade proteolitica.
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Figura 8. Cromatografia de exclusdo molecular do veneno de Bothriopsis taeniata em coluna de Sephadex G-75. O
veneno foi eluido com tampao (NH4),CO; (0,2 M pH 8,0) a um fluxo constante de 0,25ml/min e monitorado a 280
nm. A fragcdo Bt-III ( |—| ) foi a Ginica que mostrou atividade PLA,
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4.1.2. Purificacao da BtTX-II a partir da fracio Bt-IIl em um sistema HPLC de fase

reversa

A fracdo Bt-III anteriormente obtida foi submetida a mais uma etapa de purificacdo em
HPLC de fase reversa. A corrida foi realizada em uma coluna Shim Pack CLC-ODS C18 (4,6
mm x 250 mm) analitica, acoplada a um sistema de HPLC de fase reversa 991-PDA. O perfil
cromatogrifico (Figura 9) evidenciou a presenga de 3 fragdes majoritdrias que foram

denominadas como III-1, III-2 e III-3, sendo que somente o pico I1I-3 apresentou atividade PLA,.

A fracao Bt II1-3 foi renomeada como BtTX-II ([).
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Figura 9. Perfil cromatografico de purificacdo da fragdo Bt-III em HPLC de fase reversa. 5 mg da fragdo III foram
dissolvidos em 200 ul de TFA a 0,1% e foi aplicado em uma coluna Shim Pack CLC-ODS Cl18. A elui¢do da
amostra foi realizada usando-se uma gradiente linear continuo de concentracdo do tampdo B (Acetonitrila 66,5%,
TFA 0,1%). O fluxo foi mantido constante a Iml/min. O monitoramento da corrida cromatogréfica foi realizado a

280 nm de absorbancia.
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4.1.3. Re-cromatografia em HPLC de fase reversa da fracao BtTX-1I

Para confirmar o grau de pureza, a fracio BtTX-II foi submetida a uma etapa de re-
cromatografia em HPLC de fase reversa nas mesmas condi¢des 4.1.2. O perfil da re-

cromatografia da fracdo BtTX-II (Figura 10) evidenciou a presenca de um unico pico de eluicao

para esta proteina.
A PLA,; BtTX-II foi eluida no tempo de retencdo de 35,47 + 0,9 min e em uma
concentracdo de 57,8 £ 0,7% de tampao B (Acetonitrila 66,5 % + TFA 0, 1%).

By .— 100
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Figura 10. Re-cromatografia de BtTX-II (PLA, D49) em HPLC de fase reversa usando uma coluna Shim Pack
CLC-ODS(M) C18 (4,6mm x 250mm: Waters 991-PDA). As proteinas sdo eluidas a traves de um gradiente linear
continuo (0-100%) de concentragdo do tampao B (acetonitrila 66,5%, TFA 0,1%). O fluxo é mantido constante a

1ml/min e monitorado a 280 nm.
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4.1.4. Tabela de purificacao da BtTX-II

O veneno total de Bothriopsis taeniata foi fracionado em 4 picos ao ter sido passado por
uma resina Sephadex G-75 (exclusao molecular). A atividade fosfolipdsica estava presente
somente no terceiro pico (Bt III). No segundo passo cromatografico em HPLC de fase reversa
utilizando uma coluna C-18, foi resolvido em 3 picos principais, sendo a fosfolipase A,
diferenciada no terceiro pico. A metodologia usada nos permitiu a purificacdo, isolamento e
concentracdo da PLA, (BtTX-II). A combinacdo destas etapas resultou apropriada, ja que

envolve diferentes mecanismos de separagdo para nossa proteina de interesse.

ApO6s o primeiro passo, a PLA, D49 (BtTX-II) foi purificada 35,53 vezes, necessaria para
obter a enzima num estado homogéneo e no segundo passo foi purificada 92,30 vezes, com

rendimento de 58,90 % em relagdo ao veneno total.

A Tabela 1 exibe um resumo das etapas do processo de purifica¢do, assim como o calculo
de atividade especifica e recuperacdo. Mostram-se os parametros da fracdo com atividade

enzimatica BtTX-II.

Tabela 1 Purificacio e célculo de atividade especifica da fosfolipasa A,, BtTX-II isolada do veneno de
Bothriopsis taeniata.

Etapa de Volumen Proteina | Atividade | Atividade Ativividade Rend. Purif.
Purificacdo (ml) (mg/ml) (U/ml) Total Especifica (%) (vezes)
(U.T.) (U/mg)
Veneno Total 12 0,1966 109,26 1311,0 555,85 100,00 1,00
Sephadex G-75 (Bt-IIT) 3,6 0,0144 284,39 1023.,8 19746,97 78,08 35,53
HPLC-FR (BtTX-II) 1 0,0151 772,30 7723 51303,31 58,90 92,30
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4.1.5. Eletroforese em SDS-PAGE da fracao BtTX-I1

A eletroforese em SDS-PAGE mostra que a fragdo BtTX-II (Figura 11) sob condi¢des
reduzidas e ndo reduzidas revelou a presen¢a de uma banda ao redor de 14 kDa, evidenciando um
padrao semelhante aos outros venenos botrépicos com esta familia de proteinas, enzimas

cataliticamente ativas PLA, D49.

kDa MM BtTX-II BtTX-II(r)

94 —
67 —

43 —

30 —

20 —

14 — | ~ 14 KDa

Figura 11. Eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% (M/V) em condi¢des reduzidas com DTT e ndo reduzidas,
corado com Comassie blue 0.05% e o excesso de corante foi removido em acido acético 7%. As pistas eletroforéticas
correspondem aos Marcadores de massa molecular (MM), BtTX-II em condicdo ndo reduzida e BtTX-II(r) em
condicdo reduzida com DTT (Ditiotreitol). Marcadores moleculares: Fosforilase b—94, Albumina—67, Ovoalbumina—
43, Anidrase carbénica—30, inibidor de tripsina-20,1 e o Lactoalbumina—14,4). A corrida foi reaizada com
amperagem constante de 30 mA.
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4.1.6. Determinacao da atividade PLA, (Veneno total, Fracio Bt III e BtTX-II)

A medida da atividade PLA, foi realizada segundo descrito anteriormente, usando o

4N30BA [4-nitro-3-(octanoyloxy) dcido benzoico] como substrato cromogénico.

A atividade PLA, foi expressa como velocidade inicial de reacdo (Vo). O valor da
atividade para o veneno total de Bothriopsis taeniata foi de 2,185 £ 0,078 nmoles/min, da fracdo
Bt-1II foi de 5,668 + 0,091 nmoles/min e BtTX-II com atividade de 12,075 + 0,138 nmoles/min
respectivamente, mostrando que somente a fragdo BtTX-II purificada apresenta alta atividade

enzimatica quando comparada com a atividade do veneno total e da fracao Bt-III.

A fracdo BtTX-II corresponderia a uma enzima PLA, (D49), por apresentar propriedades

de PLA, com uma massa relativa de ~14 kDa e mostrar atividade catalitica sobre o substrato

cromogénico 4N30BA.

15 -

Vo (nmol/min/mg)

0- I I I
VT Bt Il BtTX-I

Figura 12. Atividade PLA, proveniente do veneno total de Bothriopsis taeniata (VT), a fragdo III proveniente do
sephadex G-75 (Bt-1II) e a fracdo BtTX-II proveniente do HPLC-FR, utilizando o substrato cromogénico 4N30BA.
A Proteina (BtTX-II) foi considerada para caracterizagdo bioquimica e bioldgica. (n=3).
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4.2. Analise estrutural da BtTX-II
4.2.1. Analise da composi¢io de aminoacidos da fracio BtTX-II

Com relagdo a andlise da composicao de aminodcidos (Tabela 1) da proteina, BtTX-II
indicou a presenca de aminodcidos bésicos (His, Lys e Arg) que representam o 20,74 % dos
aminodcidos totais para BtTX-II. Além disso, esta enzima possui 41,48 % de aminodcidos
hidrofébicos. A fracdo apresenta 122 residuos de aminodcidos com presenca de 14 cisteinas. O
ponto isoelétrico (pl) tedrico da proteina, calculada da separacdo e andlise da composi¢do de
aminodcidos (Sistema PICO-TAG) e utilizando o Software Suite DNASTAR Lasergene EditSeq,
foi ligeiramente bésica de 7,84. Todas estas caracteristicas sugerem que a fracdo BtTX-II se trata

de uma enzima PLA, (D49) devido a sua semelhanga fisico-quimica com este grupo de proteinas.

Aminoacidos Bt TX-II
Asx 11
Glx 12
Ser 2
Gly 12
His 2
Arg 4
Thr 8
Ala 6
Pro 7
Tyr 10
Val 4
Met 2
Cys 14
Ile 5
Leu 6
Phe 4
Lys 13
Trp ND

Total 122

Tabela 2 Composicdo de aminodcidos da fracdo BtTX-II isolada de veneno de Bothriopsis taeniata. Os valores sdo
expressos em mol de aminodcidos por mol de proteina. (ND) = ndo determinado.
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4.2.2. Determinacio de massas moleculares por Espectrometria de Massas (MALDI-TOf

MS) da fracao BtTX-II

Através desta andlise, foi constatada a pureza da fragdo BtTX-II, obtida a partir da
cromatografia em HPLC de fase reversa da fracao Bt-III, procedente do veneno total de

Bothriopsis taeniata.

A fracdo BtTX-II apresenta massa molecular de 13889,98 Da (Figura 13). A determinagdo
da massa molecular real mostra que nio existe diferenca significativa entre as massas
determinadas pela eletroforese em SDS-PAGE. De acordo com o tipo de técnica empregada de
espectrometria de massa (MALDI-Tof MS), pode-se apreciar a presenga de outros picos a mais,
um de massas 6944,99 Da e outro de 27779,96 Da respectivamente. O primeiro pico representa a

. P 2
metade da massa real mais um préton (H™™

), € o segundo pico, a massa real vezes dois,
referindo-se a formacdo de um dimero (2X), o que confirma que os parametros empregados na
determinacao de tipo linear foram adequadamente calibrados com o respectivo calmix de acordo

com a massa a determinar.

100

BITXI PLAS (MHT) 100, — 1470198
— 13889.98
| 501
£
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E o . : |
14600 14650 14700 14750
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Figura 13. Determinacdo da massa molecular da BtTX-II (PLA,D49) nativo por espectrometria de massa
MALDI-TOF MS. As espécies MH*, MH*"* ¢ 2MH" sido mostradas no espectro de massa. Inserto representa o
espectro de massa MALDI-TOF MS, mostrando multiplex canais de alquilacdo da BtTX-II alquilada.

40



4.2.3. Seqiienciamento de peptideos tripticos da fracao BtTX-II

A PLA, foi digerida com tripsina e alguns peptideos tripticos foram separados por RP-
HPLC, detectados e caracterizados, sendo as massas moleculares medidas e as sequéncias de
aminodcido deduzidas pela fragmentag¢do do ion selecionado, originando fragmentos de ions tipo
b e y, que foram obtidas por ESI-QTof-MS/MS baseadas nos peptideos tripticos de BtTX-II
(PLA; D49) (Tabela 3). A hidrdlise através de tripsina da ligagcdo peptidica formada por lisina é

mostrada em tipo negrito. Todas as massas moleculares foram informadas como monoisotopicas.

Tabela 3. Massas moleculares medidas e sequéncias de aminoacidos deduzidas de peptideos tripticos obtidas da
proteina de alquilada no pico BtTX-IL.

BtTX-II (PLA,)
Fracao Massa Sequéncia de Massa
de HPLC Medida Aminoécido Tedrica
(Da) (Da)
1 1377.7115  DL/IWQ/KFGQ/KMI/LL/IK/Q 1377.6687
2 2599.1301  L/IPFPYYTTYGCYCGWGGQ/KGQ/KPK/Q 2599.1233
3 1504.5356  CCFVHDCCYGK/Q 1504.4954
4 1661.7389  ENGVI/LI/LCGEGTPCEK/Q 1661.6716
5 951.3790  Q/KI/LCECDK/Q 951.3886
6 793.3905 AAAVCFR 793.3890
7 1414.6737 RYMAYPDVL/ICK/Q 1414.6905
8 975.4549  IDSYTYSK/Q 975.4623
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4.2.4. Determinacio do peptideo contendo o sitio catalitico por espectrometria de massa
(MS/MS)

Um dos peptideos tripticos revelou ser parte do sitio catalitico e/ou regido caracteristica da
familia de PLA, de veneno de serpente, e foi observado na fracdo 3 da enzima BtTX-II, tendo a
seguinte sequéncia de aminoacidos deduzidas do peptideo: “CCFVHDCCYGK?” para PLA, D49

observado no espectro de massa MS in tandem (Figura 14).
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Figura 14. Espectro ESI-QTOF-MS/MS do peptideo triptico com uma massa de 1056,20 Da. Série de fragmento de
fons b do peptideo triptico de 11-residuo-longo na fracdo 3 do RP-HPLC da Bt TX-II (PLA,D49) alquilada contendo
o residuo aspartato na posicao 49 na sequéncia de aminodcido.
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4.2.5. Homologia sequencial dos peptideos determinados da BtTX-II

A homologia sequencial dos peptideos determinados pela espectrometria de massa em
tandem da fracdo com atividade fosfolipasica, BtTX-II mostrou similaridade com outras
sequéncias de PLA;s miotoxicas do género viperidae ja determinadas e registradas, como

mostrado na figura 15.

O alinhamento dos peptideos determinados revelou o sitio catalitico, onde o aminoacido
D49 esta presente. A presenca deste aminodcido nesta posi¢ao torna possivel a ligacdo com o ion
calcio, condi¢cdo essencial para as PLA,s exercerem sua atividade enzimdtica. As sequéncias dos
demais peptideos indicariam que sdo parte de regides altamente conservadas, assim como

também de regides varidveis.

BtTX_I DL WaFr6ami L K| [CPFPYYTTYGCYCOGWGGGG- @FP K] - [C]
1 10 20 30 40

BthXxl [DL WQF GaQMI LKETGK[LPFPYYTTYGCYCGWGG -[@P K|D - AT DRI[C|43
Cr V1 DLWEJFGQMI LKETGSILPFPYYTTYGCYCG[V|GG G K|P K|D - AT DRI|C|#
BmeTX] DL WQF GQMI LKIETGKI|JPFPYY[GIAYGCYCGWGG G K|P K|A - GT DR|C| 44
BmTX_| DLwWQF[NKIMI[KIK|IEV GK[LPFP[F]Y|G|AY GCYCGWGG EK|PK|ID- GT DR|C| 44
6.2 DLWQFGaQMI L KIETGKI|PFPYVY|GIAYGCYCGWGG G K|P K|D- GT DRI|C|#
BmeT™¥l D L walwlc @ M|l L KIET GKI|PF[E]Y Y|G|A Y GCYCGWGG G K|P K|A- GT DRI|C|#
6.1 DL[FEWBaQMI L KIETGKN[PFPYVY|[GIAYGCYCGWGESG - K[P KD K DT DRI[C|#
BtTX_I - -ENGVI T CGEGTPCERK[QIl CE C] 64

60 70 80 90
BthTX_Il LTNCKPKTDRYSYSR T CGEGTIPC T| 88
Cr v LTGCPKTMNDRYGSYSR VCGEGIGIPC c| 88
BrmjeTX_| LTSCPKTDDRYGSYSW vcoEDIPC c| es
BmTX_| LTGBGCPKWDDRYSYSW VCGBGEIDLIPC c| es
6.2 LTGCPKTDDRYSYSW VCGEIDDIPC c| es
BmjeTX_lI LTSCPKTDDRYSYSR VCGEIDDIPC c| 88
6_1 LTGCPKTDDRYSYSW VCGEIDD[PC c| 88
BtTX I DSYTVYSKIRYMAYPODUVLC K]

10 120

BthTXll [D K[A A AV CF RIENLR|T Y|IK[K[RYMAY PDVLCEKIKPAEEKTC
Cr v DKIAAAVCFR|ENLR R|TYNKIK|Y[RYHLKPFI|CK|EPAETGC
BT |D K[K | JAV CF RJENLG|T ¥YNKIK|Y[RYHLKSS=-|CKKADEKTPGC
BT D[RIA AAVCF[YENLG|TYNKIKYMKHLEKPG-|CKKADYPC
6.2 DKIA[ITJAVCFRIENLG|T YNKIKY[RYHLKPG-|CKKADEKPTC
Bmje™XJl |D K[K | |[AV CF R|ENLG|TYNKIK|YIRYHLKS-|CKKADEKPSGC
6_1 D K[A]I AV CFRIENLG|ITYNKIKYIRYHLKP-[CKIKADKPGC

Figura 15. Comparacio da sequéncia de aminodcido dos peptideos tripticos de BtTX-II PLA,D49 provenientes com
outras PLA,s de venenos de serpentes: BthTX-II de bothropstoxin II from Bothrops jararacussu (Moura-da-Silva et
al., 1995), Cr-IV-1 de Calloselasma rodhostoma (Bonfim et al., 2008), 6-1 e 6-2 isoformas da fracdo BthTX-II de
Bothrops jararacugu (Ponce-Soto et al., 2006), BmjeTX-I e BmjeTX-II isoformas PLA, de Bothrops marajoensis
(Ponce-Soto et al., 2010) e BmTX-I PLA, de Bothrops moojeni (Calgaroto et al., 2008). Os espacos sdo inseridos nas
sequéncias para atingir a maxima homologia.
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4.3. Estudos de atividade cinética da BtTX-II

Para o estudo das caracteristicas cinéticas, € necessdria a obten¢do de parametros cinético-
enzimaticos da enzima a ser estudada (K, e V,,,,) para o substrato cromogénico sintético, tendo
em vista a alta dificuldade de se obterem os substratos naturais em aprecidveis quantidades e
graus de pureza aceitdveis. Portanto, a selecdo das condi¢des adequadas para seu Otimo
desempenho na catélise enzimdtica nos daria conhecimento de como as enzimas trabalham e

permite prever o comportamento das enzimas em organismos vivos.

O efeito do pH na atividade enzimatica da fracio BtTX-II mostrou uma maior atividade
PLA,. Para esta toxina ocorre entre pHs 7 e 8, sendo inativa a pHs maiores de 9 e menores do que
7. Os pHs extremos podem causar alteracdo nas cargas da enzima, provocando modificacdes na
estrutura tridimensional. Isso pode causar influéncia na interacdo da enzima com o substrato e,
consequentemente, a perda da atividade enzimatica. Em relacdo ao efeito da temperatura na
atividade enzimatica da BtTX-II, revelou-se a temperatura 6tima estar préxima a 37°C, conforme
ilustrado na Figura 16D, mas aos 40 e 45 °C ainda manteve uma moderada atividade enzimadtica.
Esses achados indicaram que a forca de interacdo da toxina com seu substrato cromogénico
diminuiram nas temperaturas menores de 35°C, sugerindo que a interacdo baseada apenas na

carga elétrica é muito fraca (Cavalcante et al., 2005).

O efeito da concentracdo de substrato na atividade PLA, de BtTX-II sobre o substrato 4-
nitro-3-(octanoyloxy) acido benzoico (4N30OBA) mostrou que esta fracdo apresenta um
comportamento com tendéncia alostérica a baixas concentragdes no inicio da curva do grafico
velocidade/substrato (Figura 16A). Além disso, foram determinados os valores da constante de
Michaelis (K,,) e a velocidade maxima (V,,4,) a partir do grafico duplo reciproco de Lineawever-
Burk da fracao BtTX-II (Figura 16B). Para facilitar a visualizacdo dos parametros e determinagao
de tais valores por interpolacdo grafica, esses dados foram plotados no programa Origin
(OriginPro 8 SRO, Origin Lab. Corporation). Nestas condi¢des o valor da constante K,, € 0,1683
mM e V4, 0,1154 nmoles/mg/min.

O efeito inibitério das crotapotinas sobre a atividade da PLA, foi obtido, pela incubagdo
da PLA, purificada, PLA; e crotapotinas (Cdt F5, Cdt F7, Cdcol F3 e Cdcol F4), em uma razao
de 1:1. Em todos esses casos, sob nossas condicdes experimentais, a PLA, com sua respectiva

crotapotina mostrou uma diminui¢do significativa com Cdt F5 foi 34.44712 %, Cdt F7 foi
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35.45496 %, Cdcol F3 foi 34.96438 % e Cdcol F4 foi 31.59397 % respectivamente, da atividade

PLA; com o substrato cromogénico utilizado (Figura 16E).

Também foi verificada a atividade enzimdtica da fragdo BtTX-II na presenca de alguns
fons divalentes, tais como Mn**, Mg*?, Cd**, Zn** na concentracdo de 10mM incubados na
auséncia e presenca de Ca*? na concentracdo de 1 mM (Figura 16F).

Os resultados mostraram a influéncia dos ions divalentes na atividade fosfolipdsica.
BtTX-II exibe dependéncia de Ca*?, porém precisa de baixas concentragdes de Ca*™ para ter uma
atividade total. Observa-se uma diferenca significativa de atividade enzimadtica entre as

concentracoes 1 e 10 mM de Ca*™.

A mudanga completa de Ca** 10mM para Mg, Cd*’, Mn*" e Zn** reduziu
significativamente a atividade fosfolipdsica (67,21%, 71,48%, 88,84% e 97,14%
respectivamente), quando comparado com atividade PLA, padrao (10mM). Mas, em presenca de
baixas concentracdes de Ca** (1mM) mais a adi¢do dos fons Mg*%, Mn* e Cd*?, individualmente,
reduziram significativamente a atividade fosfolipasica (33,04%, 44,53% e 51,97%,
respectivamente) para niveis similares aos observados somente com Ca** na concentracio de

ImM (35,32%), e foi inibida significativamente com o ion Zn** (80,97%).

O fon Zn** (10mM) com 1mM de Ca** e na auséncia de Ca** resultou em inibi¢do quase

completa da enzima.
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Figura 16. (A) Efeito da concentracio do substrato sintético 4N30OBA na atividade PLA, de BtTX-II; (B) Detalhes
em baixas concentracdes de substrato; (C) Efeito da variagdo de pH sobre a atividade PLA, de BtTX-II; (D) Efeito
da temperatura sobre a atividade PLA, de BtTX-II; (E) Efeito dos inibidores de crotapotinas obtidas de serpentes
cascavéis sobre a atividade PLA,; (F) influéncia de ions (10 mM cada ion) sobre a atividade PLA, de BtTX-II na
auséncia ou presenca de 1 mM Ca”. Os resultados de todos os experimentos representam a média + SEM de trés
determinagdes (¥p<0.05).
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4.4. Caracterizacao farmacolégica da BtTX-II

4.4.1. Atividade miotoxica local “in vivo” da BtTX-II

A atividade miotéxica local foi realizada em camundongos, inoculando por via
intramuscular com diferentes concentragdes da fracdo (1, 5, 10 e 20 pg) dissolvida em 50 pl de
PBS. Os resultados mostram que os niveis de CK plasmaticos aumentaram rapidamente na
primeira hora do tratamento, atingindo niveis de 934,54 + 21,24 U/l e 879,65 + 23,61 U/l de CK
para BtTX-II (10 e 20 pg, respectivamente), para posteriormente retornar aos niveis basais, apos

6 a 24 horas (Figura 17).
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Figura 17. Representacdo grafica da atividade miotdxica local da BtTX-II (PLA,D49) de Bothriopsis taeniata em
diferentes tratamentos inoculados em camundongos de 20 g de peso. Mostra-se o curso-tempo dos niveis de creatina-
cinase (CK) aumentados ao longo do tempo depois de terem sido inoculadas (n=5).
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4.4.2. Atividade miotoxica sistémica ““in vivo” de BtTX-I1

Nos estudos de miotoxicidade sistémica, foram realizados com diferentes tratamentos (1,
5, 10 e 20 pg) da enzima purificada diluida em 50 pl de PBS e injetados por via intravenosa (i.v.)
em camundongos.

A atividade creatina-quinase foi determinada usando 4 pl do plasma, incubado por 3
minutos a 37°C com 200 pl de substrato reconstituido de acordo com o protocolo do kit CK-NAC
proveniente do LABORLAB. A atividade foi expressa em unidades por litro (U/l) e definida
como a fosforilacdo de 1 umol de creatina por minuto, na temperatura de 37°C.

“In vivo”, BtTX-II (PLA, D49) (Figura 18) ndo induz efeito miotdxico sist€émico, ja que
os niveis de CK plasmatico ao longo do tempo aumentaram levemente, sendo ndo significativo
nas primeiras duas horas em todos os tratamentos (1, 5, 10 e 20 pg), mostrando valores basais

quando comparados ao controle.
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800 - —— BtTX-11 20 pg
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Figura 18. Representacdo grafica da atividade miotdxica sist€mica da BtTX-II (PLA, D49) de Bothriopsis taeniata,

injetadas via i.v. em camundongos de 20 g de peso. Mostra-se o curso-tempo dos niveis de creatina-quinase (CK)
incrementados ao longo do tempo depois que as proteinas foram injetadas (n=5).
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4.4.3. Analise histologica in vivo” no miisculo gastrocnémio

A Figura 19 ilustra a microscopia 6ptica do musculo gastrocnémio de camundongo. A
miotoxicidade in vivo foi confirmada através do exame histoldgico. As fotomicrografias dos
cortes histolégicos mostraram alteracdes relevantes induzidas pela BtTX-II nas fibras musculares
com mionecrose, escurecimento e desintegracdo parcial nas suas diferentes concentragdes
(Figuras 19C, 19D, 19E e 19F), quando comparadas aos tecido controle. Estas mudancas
incluiram o aparecimento de células necréticas, edema e infiltrado celular.

Como esperado, a andlise histolégica do grupo controle ndo apresentou nenhuma
alteracdo morfoldgica: as fibras permaneceram integras a maioria com formato poligonal,
sarcoplasma acidofilo, com estriagdes e nucleos evidentes localizados na periferia (Figura 19A).
As fibras musculares estavam claramente delimitadas por uma delicada camada de tecido
conjuntivo (endomisio), e organizadas em fasciculos também delimitados por tecido conjuntivo
(perimisio) (Figura 19B). Portanto, as modificacdes histoldgicas observadas sdo decorrentes da
acdo da toxina inoculada.

Os musculos expostos a BtTX-II PLA,;D49 apresentaram diferentes graus de danos
musculares apds 3h de contato com a preparacdo nas concentragdes respectivas (5 e 10 pg). As
alteracdes mais evidentes foram fibras quebradas, edema entre as fibras, areas do citoplasma
desprovidas de miofibrilas e observa-se infiltrado inflamatoério. Importante € que nao se observa
hemorragia em nenhum tratamento (Figura 19C e 19D), nem afeta os vasos sanguineos, nervos

ou membrana basal (Figura 19E e 19F).

49



Figura 19. Fotos representativas do aspecto morfolégico do musculo gastrocnémio apds a injegdo com PBS controle
em camundongo corte transversal (A), corte longitudinal (B); tratadas com BtTX-II PLA;D49 apés 180 min de
injecdo intramuscular (i.m.) nas concentragdes de 5 pg/ml no corte longitudinal 40X (C e D) e 10 pg/ml nos cortes
longitudinais 40X (E) e 20X (F). Notar que ha preservacdo do perfil poligonal das células nos controle no corte
transversal (n), no corte longitudinal fibras integras normais sdo preservadas (n) e nos musculos tratados a presenca
fibras musculares necréticas (¥), tecido conjuntivo ([J) com desorganizacdo evidente de material miofibrilar.
Infiltrado polimorfonuclear e edema ¢é indicado pelos espacos aumentados entre células de musculo (+). Barra =
50um para 40X e 100 um para 20X.
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4.4.4. Atividade edematogénica da BtTX-II

Para a determina¢do da atividade edematogénica, verificou-se um dos eventos que ocorre
neste processo, a formacdo de edema. Para isso, foi aplicada diferentes concentracdes de 1, 5, 10
e 20 ug de proteina purificada que foram dissolvidas em 50 pl de PBS e aplicadas sob a regido
intraplantar da pata traseira direita de camundongos de 20 g. A pata traseira esquerda recebeu 50
pl de PBS como controle. As leituras foram feitas apds 1; 2; 3; 6; 12 e 24 horas de aplicacdo das
toxinas. O edema foi expresso com o porcentual de aumento em volume da pata direita com
relac@o a pata esquerda.

BtTX-II induziu edema de maneira dose dependente. Com todas as concentragdes
utilizadas foi observado um edema significativo em relagdo a injecdo de PBS. A Figura 20 mostra
que BtTX-1I (PLA; D49) com tratamento maior de 20 pug induz edema nas trés horas apds o
tratamento, evidenciando o aumento na permeabilidade vascular no lugar da aplicacdo das

toxinas.

100 -
T ——BtTX-Il 1ng

90 —O—BtTX-ll 5ng
50 —A—BtTX-Il 10 pg

—7— BtTX-II 20 pg

% Edema

Figura 20. Atividade edematogénica da BtTX-II (PLA, D49) purificada de veneno de Bothriopsis taeniata em
camundongos de 20g. Cada ponto representa a média + desvio-padrdo de um grupo de 5 animais.

51



4.4.5. Atividade neurotodxica “ex vivo” da BtTX-II

Nos experimentos controle (sem adi¢do da toxina, BtTX-II), ndo foram observadas
alteracOes na amplitude das contracOes musculares e nem na contratura evocada pela ACh (73,3
uM) e K™ (20 mM) em resposta a estimulagiio indireta. As preparacdes se mantiveram estiveis
mesmo apos varias lavagens (Figuras 21 e 22).

Neste experimento foram testadas as concentracdes de 5, 10, 20 e 50 pg da BtTX-II
purificada de veneno de Bothriopsis taeniata. A figura 21 representa o experimento realizado
com as preparagdes de Biventer cervicis de pintainho, mostrando um leve efeito neurotdxico “ex
vivo” nas diferentes concentragdes.

Para a concentracdo de 5 pg de BtTX-II, o bloqueio da contragdo muscular observado aos
120 minutos de incubagdo foi de 25,71 £ 6,83%. Os tempos para atingir um bloqueio de 50% da
resposta contratil foram para as concentracdes de 10 pg de 103,62 + 2,1 min, na concentragdo de

20 pg/ml foi 113,25 £ 2,4 min e na concentragao de 50 pg/ml foi de 85,48 + 2,5 min (Figura 21).

120

—— Controle (Krebs)
30 4|—3—50 ug BtTX-II
20 4 |—2—20 pg BtTX-II
—0O—10 ug BtTX-II

—7— 5 ug BtTX-Il
O_I | | | |

| |
0 20 40 60 80 100 120
Tempo (min)

Resposta contratil (%)

Figura 21. Registro grifico do bloqueio neuromuscular na preparacdo Biventer cervicis de pintainho induzido pelo
BtTX-II (Estimulo elétrico indireto), *: p<0,05, comparado com controle Krebs. Os pontos representam a média +
erro padrdo da média de 5 experimentos.
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4.4.6. Registros miograficos da fracao BtTX-II

As concentragdes ensaiadas para a fracao BtTX-II, de 5, 10, 20 e 50 pg, conforme a figura
22B, evidenciaram um ligeiro efeito neurotéxico mostrando ser dependente da concentragao com
respeito a preparacao controle (Figura 22A).

Na PLA, BtTX-II purificada a partir do veneno total da Bothriopsis taeniata, houve uma
diminui¢do na resposta a adi¢do de acetilcolina (ACh) 73.3 uM e Cloreto de potassio (KCl)

20mM se comparado as contraturas antes da adi¢do da toxina respectivamente.
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4.4.7. Contraturas induzidas por Acetilcolina (ACh) e Potassio (KCl) em preparacoes

Biventer cervicis de pintainho, antes e apés a adicao da BtTX-II

Os dados das reducdes das respostas contraturantes evocadas pela ACh e KCL sdao mostrados
na figura 23 e seu estudo permite a verificacdo da viabilidade dos receptores nicotinicos e do préprio
musculo. Independente da concentracdo estudada, a BtTX-II afetou levemente a contratura da
ACh (73,3 uM), mas afetou significativamente a contratura em resposta a adicao exdgena do KC1
(20 mM).

Andlises das diferentes concentragdes estudadas da enzima (5, 10, 20 e 50 pg) mostraram
que BtTX-II afetaram a contratura do KCL exd6gena (73,3 uM) em 3,53 + 5,98 %, 37,82 + 2,98
%, 39,96 £ 6,25 % e 59,65 £+ 5,77 %, respectivamente, assim como também a contratura em
resposta a adicdo de ACh exdgena (20 mM), em 1,21 £ 5,69 %, 1,04 + 6,1 %, 2,32 + 5,81 % e
13,04 £ 4,76 % quando comparado ao controle (Figura 23).

[_1KCI20 mM
110 - BN ACHh 73.3 uM

100 -
90
80
70
60
50
40
30
20
10
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Resposta (%)

5 10 20 50
Concentragdo Bt TX-II (pg)

Figura 23. Porcentagem de bloqueio da resposta contraturante a acetilcolina (ACh) e ao potdssio, na forma de KCl,
com as dosagens de 5, 10, 20 e 50 pg da PLA, (D49 BtTX-II) isolada do veneno de Bothriopsis taeniata em musculo
Biventer cervicis de pintainho. *: p<0,05.
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4.4.8. Analise histologica quantitativa ““in vitro”

A Figura 24A e 24B mostram seccOes transversais € longitudinais (2 um) do musculo
Biventer cervicis mantidos em solu¢ao Krebs (Controle) apresentaram 99,0 + 0,6 % de fibras
musculares, que mantiveram-se com aparéncia normal, verificando-se uma morfologia inalterada,
com aspecto poligonal, membrana basal integra, miofilamentos presentes e nucleos periféricos
semelhantes aos descritos na literatura. No entanto, o tratamento com a fracdo BtTX-II nas
concentracoes de 10 pug e 20 ug ndo apresentaram diferencas significativas e foram observados
que 6,1 £3.4 % e 2,6 £ 1,3 % das fibras musculares apresentaram danos morfolégicos, sendo a
maioria destas “ghost fibers”, as quais apresentam auséncia total de miofilamentos, porém lamina
basal intacta (Figura 24C-D e 24E-F). Uma considerdvel porcentagem de fibras tratadas com 10
pg (939 £ 34 %) e 20 ng (97,4 = 1,3 %) se mostrou inalterada, apresentando morfologia
semelhante a observada no grupo controle (Figura 25). Os musculos Biventer cervicis tratados na
concentracdo de 50 png da fracdo BtTX-II apresentaram 27,4 + 0,3 % de fibras alteradas, sendo a
maior parte destas fibras hipercontraidas; e 72,6 + 0,3 % das fibras apresentou morfologia normal

(Figura. 24G e 24H; Figura 25).
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Figura 24: Corte transversal (A) e longitudinal (B) de musculo Biventer cervicis de pintainho tratados com solugdo
Krebs (controle). Note a morfologia integra das fibras musculares (n). Tratados com 10 pg de BtTX-II no corte
transversal (C) e corte longitudinal (D); com 20ug de BtTX-II, no corte transversal (E) e corte longitudinal (F), e
musculos tratados com 50 pg de BtTX-II, secdo transversal (G) e se¢do longitudinal (H) apresentaram, 27,4 + 0,3%
de fibras alteradas, sendo a maior parte destas fibras hipercontraidas; e 72,6 + 0,3 % das fibras apresentou morfologia
normal. Observe fibras alteradas entre as fibras com morfologia integra (n). Note a presenca de fibras edemaciadas
(e), hipercontraidas (h) e “ghost fibers” (*). Barra = 50um.
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Como ilustrado na Figura 25, os musculos expostos a acdo da BtTX-II PLA,D49
apresentaram um aumento na porcentagem da fibras lesadas, principalmente na concentracao
maior (50 pg), quando comparados ao controle. Nao se observaram diferengas entre os grupos

tratados com as concentragdes menores (10 e 20 pg).

[ |Fibras Normais

100 ~ - —  [[__IFibras Lesadas
80 - @
£ 60
e
4]
gs
L 404
#
20
0 - = —
Controle 10 20 50

BITX-1I (1g)

Figura 25: Os valores apresentados correspondem a porcentagem de fibras alteradas e integras em toda a area do
corte transversal do miisculo Biventer cervicis controle e tratados com as concentracdes de 10 pg, 20 ug e 50 pg da
fragdo BtTX-II. *: p<0,05 em relacdo ao controle; #: p<0,05 em relacdo a 10pg.
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4.4.9. Atividade citotoxica através do ensaio coloracao cristal violeta da cultura celular com
BtTX-1I

A citotoxicidade foi avaliada pelo ensaio com cristal violeta e a andlise deste ensaio foi
expressa em porcentagem de viabilidade celular em relagdo as absorbancias do seu préprio
controle (mioblastos e miotubos). Com uma concentragdo padrao de 20 pg de toxina (BtTX-II)
mostraram que ndo houve diferengas significativas entre mioblastos tratados com (BtTX-II) e
culturas controle. Entretanto, observou-se um efeito citotoxico de 43,18 + 2,18 % em cultura

celular de miotubos da linha C2C12 (Figura 26). Todos os ensaios foram feitos em triplicata.
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Figura 26. Atividade citotéxica da toxina BtTX-II sobre mioblastos/miotubos C2C12, com a concentragdo de 20ug
diluida em meio de ensaio e logo adicionado as células em crescimento e incubadas durante 9 h em placas de 96
well, em um volume total de 200 pl/well (~2,0 x 10* células). Resultados sdo reportados como meia + SD (n=3).
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4.4.10. Microscopia 6ptica do ensaio de citotoxicidade da fracao BtTX-II

A Figura 27 (A-D) mostra a comparacgdo entre a viabilidade de células C2C12 no estdgio
de miotubos tratadas com a miotoxina PLA,, BtTX-II (Figura 27C e 27D) com a das culturas
controle ndo tratadas (Figura 27A e 27B), ambas cultivadas em deficiéncia nutricional (5% FBS).
Observou-se que as células tratadas perderam a organizac¢do das miofibras de miotubos.

A andlise da microscopia Optica das células em cultura nos revelou que, nos grupos
tratados com a fracdo BtTX-II, ndo houve diferencas significativas na viabilidade celular
(avaliado pelo ensaio de cristal violeta) entre mioblastos tratados com a miotoxina PLA, (BtTX-

II) e células controle, depois de 9 horas de incubagao.

Control 20X~ & : . |Control 40X

Figura 27. Cultura primdria de mioblastos consiste na proliferacdo de células musculares mononucleadas e ainda
estdo parcialmente indiferenciadas (A) (20X) e quando os mioblastos atingem a confluéncia e se submetido a
condigdes especiais, estas células entram em processo de diferenciagio e se fundem (B) (40X). Imagens de miotubos
tratadas com a toxina BtTX-II (20 pg), observasse desarranjo de miotubos organizados (C) (20X), mostra-se
miotubos vacuolizados (D) (40X). Todos os ensaios foram feitos em triplicata (n=3).

60



4.4.11. Perfil de dano e regeneracao muscular com BtTX-II

A Figura 28 (A-D) mostra as altera¢des histolgicas que ocorreram no musculo gastrocnémio
de camundongo apds a injecdo da PLA, D49 (BtTX-II) de Bothriopsis taeniata, na concentracio de
10 pg/50 pl de PBS. Nas primeiras 24h, observou-se, nos musculos injetados com PLA, (BtTX-II),
um importante infiltrado inflamatério de células polimorfonucleares, acompanhado de necrose
miolitica (fibras lisadas e mortas) e fibrina, além disso, observa-se espacos em branco, o que nos
indicou a presenca de edema nas figuras 28A e 28B. Foram observados vasos sanguineos com sua
estrutura conservada, mostrando a funcio seletiva desta PLA,.

No periodo de 7 dias, observaram-se fibras musculares em diferentes estdgios de maturacgao,
em alguns casos observaram-se nicleos muito préximos entre eles e outras fibras com separa¢cao mais
evidente, indicando um tempo de desenvolvimento maior. As fibras em regeneracdo eram menores,

com alguns nicleos dispostos no centro da célula, como pode ser observado na Figura 28C e 28D.

Figura 28. Estudo histopatolégico da regeneracdo muscular em cortes longitudinais do musculo gastrocnémio de
camundongo tratados com 10 pg de BtTX-II, corado com Hematoxilina-eosina (HE). (A) 24 horas apds a lesdo com
aumento 40X (€ = migracdo de infiltrado inflamatdrio), (+ = fibras quebradas), ([J = restos de fibrina muscular) e ([J
= edema). (B) com aumento 20X (> = vaso sanguineo com mobilizacdo de polimorfonucleares). (C) ap6s 7 dias de
inoculadas com aumento 40X (+ = muito proximos nidcleos um ao outro) e (% = separacdo mais evidente de
ntdcleos). (D) com aumento 20X (¥ = fibras musculares em regeneragdo). Barra = 50um para 40X e 100 um para
20X.
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Apbs 14 dias observaram-se fibras regeneradas com seus nuicleos na posi¢do central.
Conforme transcorre o tempo de exibicao, os nucleos capturam a colora¢io da eosina, ao invés da
hematoxilina, assim notam-se os nucleos das células regeneradas mais azuis nas fibras
regeneradas de 14 dias (Figura 28E e 28F). No 21° dia, ainda se observaram fibras de

regeneragdo com menor didmetro em comparacdo com as fibras normais (figura 28G e 28H), e no

_=

28° dia, também apresentou fibras em regeneracdo (Figura 281 e 28J).

Figura 29. Fotomicrografias de cortes longitudinais do musculo gastrocnémio de camundongo tratados com 10 pg
de BtTX-II, corado com HE. (E) e (F) 14 dias de tratamento com aumento 40X (X = fibras regeneradas musculares
com estriamentos transversais), (** = tecido conjuntivo), (< = fibras regeneradas com nicleos na posi¢do central).
(G) corte longitudinal e (H) corte transversal apds 21 dias de tratamento com aumento 40X (N = fibras normais nao
regeneradas). (I) corte longitudinal com aumento 20X e (J) corte transversal apds 28 dias de tratamento com aumento
40X (R = ainda com fibras em regeneragio) e (N> = tecido conectivo especializado). Barra = 50pum para 40X e 100
pm para 20X.
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V. Discussao
5.1. Caracteriza¢io bioquimica e estrutural da fracao BtTX-II

Entender as caracteristicas das enzimas PLA;s de venenos de serpente é uma preocupacao
e um foco de estudo para investigadores de toxinas. Estas investigacdes podem auxiliar a
producdo efetiva de antivenenos terapéutico, e a descoberta sobre o papel destas enzimas nos
envenenamentos. Uma das caracteristicas estruturais mais importantes das PLAs € a presenca de
acido aspartico (D49) nas PLA; cataliticamente ativas. Nessa regido molecular localiza-se o sitio
onde este residuo € um dos responsaveis pela ligacdo com o cdlcio, que € um cofator essencial da
atividade enzimadtica. A conservacdo dos segmentos 44-50 e 28-32 representam as regioes mais
diretamente envolvidas com a fun¢do catalitica. Estas regides moleculares também poderiam ter
uma grande importancia estrutural e funcional nas PLA»s neurotéxicas com atividade catalitica
(Arni e Ward, 1996).

Como descrito previamente, por meio de dois passos cromatograficos, foi possivel
purificar uma nova fragdo denominada BtTX-II. Além de ser o procedimento simples e rdpido, a
utilizacdo dos tampdes bicarbonato de amonia ((NH4),COs3;) (Sephadex G-75) e acetonitrila
(CH3CN) (HPLC-FR) tem a vantagem, por ser bastante volatil, de ser facilmente eliminado no
processo de liofilizagdo, deste modo, ndo sendo necessdario submeter as fracdes a etapa de
dessalificacao.

Resultados das etapas do processo de purificacio da PLA, D49 BtTX-II isolada
mostraram uma alta atividade especifica (51303,31 U/mg), cerca de 92,30 vezes mais do que o
veneno total (Tabela 1). Este aumento na atividade especifica da PLA, pode ser devido a
remog¢do de outros componentes sinergisticamente interativos do veneno total. O rendimento
neste processo foi de 58,90 % de BtTX-II; valores que estdo de acordo como os obtidos por Fuly
et al., 2002, que utilizou a mesma combinacao de etapas (filtracao gel e HPLC-FR) purificando a
PLA,; dcida denominada LM-PLA,-II proveniente do veneno de Lachesis muta.

Para confirmar o grau de pureza da fracdo BtTX-II, foi utilizado o mesmo sistema
cromatogrifico onde um unico pico foi observado (Figura 10), sendo este o responsavel pelo
efeito miotéxico local (Figura 17). Também foi utilizada uma eletroforese SDS-PAGE em gel de
poliacrilamida (12,5%) (Figura 11), que revelou em condi¢des ndo redutoras uma tnica banda
proteica, e quando reduzida com DTT, também demonstrou a presenca de uma unica banda de

massa molecular de ~14 kDa. Esses resultados estdo de acordo com os dados encontrados para
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outras fosfolipases descritas na literatura (Gutierréz e Lomonte,1995; Arni e Ward, 1996 e
Gutiérrez et al., 2008).

A espectrometria de massa por MALDI-TOf confirmou a pureza da proteina € mostrou
que BtTX-II possui uma massa molecular de 13889,98 Da (Figuras 13). Esse dado é uma
caracteristica das PLA, provenientes de veneno de serpentes (Kang et al., 2011). A atividade
fosfolipdsica mostrou ser maior para a fragdo purificada, BtTX-II, quando comparada com o
veneno total e a fracdo do sephadex G-75, Bt-IIl. Assim, temos que, para o veneno total, a
velocidade de reagao foi 2,185 + 0,078 nmoles/min (Figura 12), e para a isoforma PLA, foi de
12,075 £ 0,138 nmoles/min. Este experimento refor¢a o fato de considerarmos a isoforma BtTX-
IT como Asp49.

Enzimas PLA;s béasicas de veneno de serpentes geralmente mostram o comportamento
classico de Michaelis-Menten, hidrolisando substratos sintéticos na posicdo 2 e atacando
preferencialmente substratos em estado micelar (Breithaupt, 1976). As PLA;s sdo enzimas
interfaciais que hidrolisam fosfolipidios em capas lipidicas micelares ou monomeéricas,
apresentando grandes aumentos na sua atividade catalitica (até 10000 vezes) quando os
fosfolipidios monoméricos agregam-se formando micelas perto da sua concentracdo micelar
critica (Verheij et al., 1981; Speijer et al., 1996). Isto € devido a uma boa eficiéncia de catdlise
interfacial que € promovida fortemente pela presenca de moléculas anionicas anfipéticas dentro
da membrana (Schiavo et al., 2000). A atividade PLLA, foi medida sobre um substrato sintético (o
substrato cromogénico acido 4-nitro-3 octanoiloxi-benzdico), o qual serve como um substrato
especifico para PLA,s provenientes dos venenos de serpentes. O principio do método consiste na
liberagdo de um produto cromogénico (acido 4-nitro-3 hidroxi-benzdico) a partir da hidrélise do
substrato pela enzima. Este ensaio € utilizado para detectar a atividade de fosfolipases A,
cataliticamente ativas do tipo Asp49 (D49).

Os estudos cinéticos compreendem experimentos realizados que incluem: medida da
atividade fosfolipdsica, efeito da concentracdo de substrato na atividade PLA,, efeito do pH,
temperatura, de fons divalentes e medida da atividade inibitoria das crotapotinas. A literatura
descreve que as PLA; sdo altamente estdveis e muito resistentes ao calor, dcidos e uréia, mas sua
atividade catalitica é diminuida em valores de pHs baixos e altos. Quando sdo utilizados
substratos micelares, a sua atividade catalitica médxima ocorre em pH 7 — 8 € 35 — 45 °C de
temperatura (Holzer e Mackessy, 1996; Breithaupt, 1976). Tais dados estdo de acordo com a

atividade PLA, da BtTX-II, que apresenta uma atividade enzimdtica 6tima com o pH 8.0 e
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temperatura na faixa de 35 até 44 °C (Figura 16C e 16D) com o substrato cromogénico
denominado d4cido 4-nitro-3-(octanoyloxy) benzoico (4N3OBA) (Holzer e Mackessy, 1996).
Pode ser atribuido ao pH bédsico o aumento da atividade patoldgica da enzima PLA; nos
envenenamentos, pois produz uma elevagao da reacio enzimética através de uma melhor ac¢do do
mecanismo catalitico (ataque mediado pela base geral). O ataque mediado pela base geral sobre a
ligacdo de quebra através do envolvimento de uma molécula de agua conservada (Kang et al.,
2011), o qual serve como um nucleofilo para substratos produtivamente ligados, foi descrito por
Scott e Sigler (1994). Este ataque € o primeiro entre os trés passos essenciais na catalise de
enzimas PLA,, como deduzida pelos estudos cristalograficos na enzima. O aumento na
temperatura do corpo das vitimas mordidas pela serpente sobre a temperatura fisiolégica pode ser
uma condicdo favordavel para PLA, exercer sua fun¢do hidrolitica efetivamente, j4 que essas
temperaturas podem favorecer mudangas na estrutura e fluidez da membrana (Lomonte et al.,
1994). Tais parametros em PLA;s com atividade 6tima sdo semelhantes aqueles informados para
PLA;s dos venenos de L. muta e N. naja (Fuly et al., 2002; Shashidaramurthy e Kemparaju,
2006).

A atividade PLA, de BtTX-II foi estudada usando diferentes concentragdes do substrato
cromogénico 4N30OBA, o qual evidenciou ser esta uma enzima monomérica com comportamento
tipo sigmoidal discreto (Figura 16A), principalmente a baixas concentracOes de substrato
4N30BA, fato que concorda com os resultados obtidos por Calgarotto et al. (2008), para a PLA,
nomeada BmTX-I isolada de veneno de Bothrops moojeni, e Bonfim et al, (2006), para a PLA,
Bj-V isolada de veneno de Bothrops jararacussu, todos utilizando o mesmo substrato aqui
descrito. A ligagdo com o substrato induz mudancas de conformacdo, de modo que, ao final do
ciclo catalitico, a enzima mantém uma alta afinidade pela seguinte molécula de substrato,
sugerindo que essa cooperatividade positiva obedece a um mecanismo mnemonical (Kamata et
al., 2004). Como vemos, as PLAjs de venenos crotdlicos mostram comportamento similar as
PLA, D49 presentes nos venenos botrépicos, como é o caso nos estudos cinéticos da PLA,
BtTX-II de Bothriopsis taeniata (Beghini et al., 2000; Ponce-Soto et al., 2002). As PLAjs
botrépicas e crotdlicas apresentam diferencas estruturais e funcionais, mas possuem cinética
enzimdtica com tendéncia alostérica.

Apesar de ndo ser requerida para a ligacdo da enzima na interface, a presenca de um ion
célcio divalente (Ca**) nas PLA,s procedentes do veneno de serpentes € um cofator essencial

para a ligacdo do substrato no sitio catalitico e para o processo enzimatico das fosfolipases A;
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(Berg et al., 2001). BtTX-II mostrou ser completamente dependente de Ca** (Figura 16F) na
concentracdo de 1 mM apenas para que ocorra a catdlise (Breithaupt, 1976; Holzer e Mackessy
1996). Observa-se uma diminui¢do da atividade enzimadtica entre 10 e 1 mM de célcio, o que
concorda com os resultados obtido por Shiomi et al., (1998) e Ponce-Soto et al., (2002). No
entanto, foram testados com a adicdo de outros fons divalentes (Mn**, Mg*%,Cd** e Zn*?) (10mM)
na presenca (ImM) e auséncia de Ca** com o intuito de se verificar a existéncia de alguma outra
dependéncia para uma atividade Otima, apesar de serem divalentes ndo contribuiram para a
atividade catalitica e ainda foram capazes de reduzir esta atividade, nas concentracdes utilizadas.
A atividade enzimdtica com Zn™> foi marcadamente reduzida sem a presenca de clcio,
indicando-nos que este cition ndo pode substituir o Ca®*. Com os resultados demonstrados na
Figura 16F percebe-se que as enzimas tiveram alguma atividade PLA,, embora pequena, talvez
pelo fato destes fons tiver um raio atdmico préximo ao do célcio. Dos fons testados na presenca
de calcio (1 mM) somente o Mn*? e Mg2+ (10 mM) garantiram uma atividade catalitica moderada
para a PLA, BtTX-IL.

Estudos realizados por Beghini e colaboradores (2000) observaram o mesmo para PLA,
do veneno crotalico (Crotalus durissus cascavella). O ion Ca®" direciona o posicionamento do
substrato no sitio ativo da enzima e parece que esse arranjo do sitio catalitico apresenta uma
estrutura exclusiva para o Ca”™, sugerindo uma modifica¢io provavel de conformac¢do da enzima
depois de se ligar diferentemente do padrdo de cdlcio, o que explicaria ou causaria uma
diminuicdo na atividade PLA, na presenca de outros fons (Murakami et al., 2006). O
requerimento restrito de célcio € uma caracteristica comum das PLA; de vérias fontes (Dennis,
1994; Arni e Ward, 1996) e a BtTX-II mostrou essa caracteristica de dependéncia de ion Ca’t
semelhante a outras PLA;s D49.

O teste de atividade inibitoria das crotapotinas permitiu verificar que a PLA, BtTX-II
encontra-se inibida em torno de 60% frente as crotapotinas estudadas de Crotalus durissus
terrificus e Crotalus durissus collilineatus (Figura 16E). Também ndo observou diferenca entre
as diversas crotapotinas, € estes resultados permitem inferir que haja uma crotapotina-like
também nos venenos botrépicos, capaz de inibir a atividade catalitica de PLA; D49 (Bonfim et
al., 2001).

O estudo de homologia das sequéncias obtidas da PLA, BtTX-II revelou um nivel de
conservacdo dentro da familia de proteinas PLA;s de veneno de serpente de origem botrépica

(Figura 15). O resultado da andlise destas sequéncias obtidas dos peptideos de BtTX-II mostrou
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que esta enzima apresenta vdarias caracteristicas de fosfolipase A,, conservando os residuos chave
envolvidos na ligacdo de Ca®* (Tyr28, Gly30, Gly32 e Asp49) e na rede catalitica (His48). O fato
de se observarem pequenas diferencas em algumas das sequéncias dos peptideos determinados
por espectrometria de massa “in tandem” nao modificaram os efeitos biolégicos aqui estudados.
Além disso, se a sequéncia obtida apresentasse um nivel de identidade superior a 40% com outra
estrutura ja conhecida, poderia supor que suas estruturas eram similares e entdo construir um
modelo tridimensional por homologia (Marti-Renom et al., 2000). As PLA;s pertencem a uma
familia de enzimas especifica e como cada PLA; de um grupo (composta de 15 grupos e muitos
subgrupos, segundo Burke e Dennis, 2009) possui homologia sequencial com um alto grau de
identidade entre si, este dado nos revela que estas enzimas apresentam posicdes extremamente
conservadas dentro do grupo de PLA, e as regides menos conservadas seriam provavelmente

determinantes na diversidade de efeitos farmacoldgicos exibidos pelas PLA;s.
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5.2. Caracterizacao farmacolégica e morfolégica da fracao BtTX-I1

Neurotoxinas de veneno de serpentes que causam paralisia neuromuscular atuam tanto
pré-juncionalmente por bloquearem a liberagao de acetilcolina (ACh) quanto pds-juncionalmente
por bloquearem os receptores nicotinicos. Estes diferentes mecanismos de acdo podem ser
diferenciados usando a preparacdo Biventer cervicis de pintainho (BCp), devido a sua forma de
inervagdo (multipla ou focal). As fibras musculares de pintainhos apresentam inervacdo multipla,
ou seja, possuem dreas quimiossensiveis ao longo de toda a membrana muscular e, por esse
motivo, respondem a ACh adicionada ao banho com uma contratura (encurtamento do musculo)
da musculatura esquelética. (Harvey et al., 1994; Hodgson e Wickramaratna, 2002).

Componentes neurotéxicos dos venenos de serpentes foram mais bem descritos na familia
Crotalidae. Eles ndo sdo capazes de penetrar na barreira hematoencefalica, mas, em condi¢des de
profundas alteracdes do endotélio, podem alcancgar o sistema nervoso central (SNC) e originar
quadros patoldgicos até agora ndo muito esclarecidos (Monterrey, 2001; Rodriguez-Acosta et al.,
2003; Montecucco et al., 2008).

No entanto, os venenos, bem como suas toxinas, atuam perifericamente na jungao
neuromuscular. Assim, estudos tém mostrado que espécies botropicas possuem efeito
neurotdxico “in vitro”, como o reportado por Costa et al. (1999) e Oshima-Franco et al., (2004),
que evidenciaram que os venenos botropicos possuem efeitos miotdxico e neurotéxico “in vitro”,
capaces de bloquear a resposta contratil na preparacdo neuromuscular de roedores.

A caracteriza¢do neurotoxica feita da enzima de interesse BtTX-II, neste modelo BCp,
mostrou que a PLA, BtTX-II foi menos neurotéxica quando comparada com PLA;s de venenos
crotdlicos, ja que estas Ultimas levam a um bloqueio de transmissdao neuromuscular muito mais
rapido (Beghini et al., 2005; Romero-Vargas et al., 2010). Assim, ndo se pode negar que a BtTX-
IT do veneno botrépico seja ligeiramente neurotoxica, quando submetida a estimulo elétrico
indireto nas concentra¢des de 10, 20 e 50 pg em 113,54 + 3,2 min; 106,13 + 2,4 min e 88,91 +
2,0 min, respectivamente, sendo os tempos necessdrios para a obtencdo de 50% de bloqueio.
Porém, pode-se determinar, assim, um grau moderado de neurotoxicidade “ex vivo” pelos valores
dos tempos de 50% de bloqueio, evidenciando, além disso, ndo ser dependente da concentracao
(Figura 21 e 22).

As neurotoxinas presentes nos venenos de serpente que desencadeiam paralisia

neuromuscular agem pré-juncionalmente, causando interferéncia na liberacdo ou sintese de
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Acetilcolina (ACh), ou pds-juncionalmente, bloqueando os receptores para a ACh. Estes
diferentes mecanismos de acdo podem ser diferencialmente demonstrados usando-se a preparacao
Biventer cervicis de pintainho (Harvey et al., 1994), sendo esta preparacdo considerada vantajosa
no estudo de venenos e toxinas, quando comparada a preparagao nervo frénico-diafragma (NFD)
de camundongo, especialmente quando tal estudo se destina a diferenciar os seus mecanismos de
acdo pré e/ou poés-juncionais. Em nossos experimentos no modelo Biventer cervicis de pintainho,
houve leve atividade neurotdxica com a isoforma BtTX-II nas concentragdes tratadas.

A resposta ao potdssio € indicativa de preservacdo da membrana de células musculares
(Beghini et al., 2000). Os resultados aqui apresentados mostram que o bloqueio parcial na
dosagem de 35, 10, 20 e 50 pg da enzima BtTX-II (Figura 21) foi levemente inibido em resposta a
acetilcolina (ACh) em 98,76%; 98,96%; 97,68% e 86,96%, acompanhado pela inibicdo das
contraturas induzidas ao potéssio (KCI) 96,47%; 62,18%; 60,04% e 40,35% respectivamente
(Figura 23). Estes dados mostram que a BtTX-II é uma fracdo com leve efeito neurotéxico e
moderadamente miotdxico.

A resposta a ACh é um indicativo da preservacdo dos receptores colinérgicos poés-
sindpticos. Neurotoxinas ativas pré-sinapticamente sdo capazes de abolir a resposta contrétil sem
afetar a resposta aos agonistas (ACh) colinérgicos (Lewis e Gutmann, 2004). Como a resposta a
ACh se manteve antes e apds experimento, pode-se sugerir que a BtTX-II € uma miotoxina com
atividade neurotoxica de acdo pré-sindptica. Estes dados sugerem que a fracdo BtTX-II do
veneno de Bothriopsis taeniata tem pouco efeito inibitério na resposta contratili com a
concentracdo superior de 50 pg e mostrou uma resposta a ACh de 86,96% frente aos receptores
pOs-sindpticos colinérgicos. BtTX-II causou um moderado dano muscular, o que ndo impediu a
contratura em resposta ao KCl exdgeno, portanto a enzima BtTX-II comporta-se como uma
miotoxina neurotdxica pré-sindptica.

Alguns pesquisadores consideram como feito neurotoxico aquele que afeta o SN
somatico, por exemplo, a acdo neurotoxica do veneno crotdlico é produzida pela crotoxina, um
dos principais componentes do veneno e que representa quase 50 % do peso seco. A crotoxina é
uma proteina neurotdxica pré-sindptica que atua nas terminagdes nervosas motoras (bloqueio
neuromuscular), causando paralisia motora e respiratéria (fascies miasténica) e esses efeitos sao
vistos no envenenamento crotdlico. A PLA, (BtTX-II) purificada do veneno de Bothriopsis
taeniata apresenta uma leve atividade neurotdxica pré-sindptica, mas a presenca dela no veneno é

pequena em relacdo a todas as outras proteinas que ele contém, como informado no processo de
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purificagdo (Tabela 1). Talvez por isso ndo sejam vistos no envenenamento botrépico os mesmos
sintomas presentes no envenenamento crotalico.

BtTX-II PLA,D49 foi examinada na sua atividade miotoxica in vitro usando as
preparacdes Biventer cervicis de pintainho. Nao foi observado um incremento na linha base da
tensdo, que seria um indicativo de atividade miotéxica (Harvey et al., 1994), além disso, estudos
de microscopia de luz indicaram que os tecidos tratados com esta toxina apresentaram morfologia
pouco distinta ao tecido controle (Figura 24A-24F). Assim, estes estudos morfolégicos
quantitativos com BtTX-II mostraram ter ligeira ou leve atividade miotdxica in vitro.

Estudos preliminares de Porto e colaboradores (2007) mostraram que o envenenamento
por esta espécie apresenta atividade miotoxica, sendo esta atividade devido a acdo direta das
fosfolipases A, (Gutierrez e Lomonte, 1995) que afetam a integridade da membrana plasmética
das células musculares e/ou indireta, pela isquemia ocasionada por alteracdes de vasos da
microcirculagdo e artérias intramusculares (Butron et al., 1993). Cabe ressaltar que a
miotoxicidade é um efeito local relevante nos venenos de serpentes botrdpicas. Em altas
concentracdes, a enzima BtTX-II causou mudangas morfoldgicas significativas no musculo
esquelético de Biventer cervicis (Figura 25), assim sugerindo que, em concentragdes superiores,
esta toxina provoca atividade miotéxica in vitro.

O dano das fibras musculares do musculo Biventer cervicis de pintainho nas
concentragdes baixas ndo foi intenso como observado na andlise morfoldgica in vivo no musculo
gastrocnémio de camundongo. Neste dltimo se observaram maiores mudancas morfoldgicas e
necrose, o que estd diretamente relacionado com a liberagdo de CK. Pode-se afirmar que a
referida liberacdo de CK e os dados resultantes da analise morfoldgica in vivo mostraram uma
correlacdo positiva entre si. O tecido muscular € constituido de varios tipos de fibras e alguns
musculos contém predominantemente fibras oxidativas-lenta de tipo I e de tipo IIA. Outros
musculos contém principalmente fibras glicoliticas rdpida do tipo II ou a combinagdo de fibras
oxidativas-lento glicoliticas-rdpida (Gutiérrez e Ownby, 2003). Estes tipos de células musculares
diferem tanto quanto a estrutura e fun¢do quanto a sua bioquimica, e estas variacdes podem lhes
conferir suscetibilidade diferente para a acdo de PLA;s miotdxicas.

Segundo o proposto por Gutiérrez e Ownby (2003), as PLA; sdo os componentes
miotéxicos mais importantes nos venenos de serpentes, induzindo eventos de degeneracdao
muscular. As PLA;s miotéxicas ligam-se aos aceptores da membrana plasmadtica, os quais

poderiam se tratar de lipidos ou proteinas, podendo diferir de sua afinidade pelas PLAs. Ao
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ligar-se as PLA,s miotéxicas, estas produzem uma destruicdio da membrana através de
mecanismos cataliticos ou mecanismos independentes de atividade PLA;, no entanto, provocam
uma entrada de Ca”* bastante pronunciada e que, por sua vez, produzem uma série de eventos
degenerativos associados com uma hipercontracio, ativacao de calpinas e PLA, citosdlicas e
mitocondriais Ca”*- dependentes.

Esta proteina BtTX-II apresenta atividade miotéxica levando a instabilidade do sarcolema
e danos causados pelo movimento de contracdo. Apds o dano ao sarcolema, um aumento no
influxo de célcio acontece (Alderton e Steinhardt, 2000), o que, por sua vez, pode tornar as fibras
musculares mais suscetiveis a necrose (Cohn e Campbell, 2000). Com a necrose, ocorre o
rompimento da fibra muscular e extravasamento do conteudo citoplasmatico, o que leva ao
grande aumento de algumas proteinas sarcoplasméticas, como a creatina quinase (Figura 18). A
dosagem desta proteina creatina quinase (CK) é como um indicador sensivel e especifico da lesao
muscular em animais domésticos (Kaneko et al., 1997).

A miotoxicidade in vivo € dificil de definir na auséncia de um estudo formal de patologia
do musculo. Segundo nossos resultados, BtTX-II apresenta atividade miotéxica moderada, a qual
€ confirmada pelas alteragdes morfoldgicas nos musculos gastrocnémio de camundongos in vivo
(Figura 19), o que nos indica que a atividade fosfolipdsica parece ser importante na
miotoxicidade, mas ndo suficiente para o efeito lesivo sobre as células musculares, como tem
sido mostrado por PLA, cataliticamente inativas. E possivel que essas PLA,s contenham uma
regido da molécula, distinta do sitio catalitico, que seja importante para sua atividade
fisiopatoldgica (Lomonte et al., 2003, Montecucco et al., 2008, Cintra-Francischinelli et al.,
2010).

Além disso, BtTX-II ndo apresentou toxicidade sistémica, o que € caracteristico de
envenenamentos por serpentes do mar, vdrios elapideos terrestres e algumas espécies de
viperideos, como a subespécie cascavel sul-americana (Crotalus durissus) (White, 1995; Warrell,
1996; Gutiérrez e Ownby, 2003). Miotoxinas PLA; neurot6xicas também podem estar presentes
em vdrias espécies de Viperideos/Crotalideos, como exemplificado por crotoxina, um
componente de veneno completamente estudado de Crotalus durissus terrificus da América do
Sul (Salvini et al., 2001). Por outro lado, as miotoxinas PLA; ndo-neurot6xicas geralmente sio
achadas nos venenos de Viperideos, onde s@o notdveis como componentes abundantes (Andrido-

Escarso et al., 2000; Soares et al., 2000a,b).
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Uma caracteristica do envenenamento botropico € o rdpido desenvolvimento de edema e
inflamacdo no local de picada caracterizada por infiltracdo de leucdcitos e extravasamento de
proteinas plasmaticas, os quais sdo efeitos decorrentes da acdo de mediadores como aminas
derivadas de mastocitos, mediadores derivados da agdo das ciclooxigenases, bradicina e
mediadores quimiotidxicos dentre outros (Chaves et al., 1995; Farsky et al., 1997). O edema
induzido pelas peconhas de serpente é bioquimicamente heterogéneo e pode agravar ainda mais o
dano tecidual local. Em maior magnitude, o edema pode acentuar o efeito hipovolémico e
hipotensivo da peconha e culminar em choque cardiovascular (Lomonte et al., 1993). J4 uma
PLA;, D49, BthTX-II, de Bothrops jararacussu, induziu edema de pata e de pele em ratos, bem
como a liberacdo “in vitro” de serotonina a partir de mastdcitos peritoneais (Landucci et al.,
2000).

Estudos utilizando diferentes venenos ofidicos demonstraram que o inicio do edema e o
tempo necessario para que estes alcancem indices maximos variaram consideravelmente (Selistre
de Araujo et al., 1996). Este fato poderia ser explicado por variagdes na composi¢ao e origem dos
venenos, bem como por diferencas nas espécies de animais estudados.

A BtTX-II também causou edema de pata em camundongos no tempo em curso apos
tratamento com diferentes concentragdes. Tal efeito inflamatério da BtTX-II pode ser devido,
pelo menos em parte, por hidrolisarem fosfolipideos de membrana, liberam o 4cido araquidonico,
o substrato de ciclooxigenases (COX), originando as prostaglandinas, importantes segundos
mensageiros fisiolégicos e inflamatérios (Hata e Breyer, 2004). Estes dados estdo em
concordancia com estudos informados para outros venenos botropicos tanto em ratos quanto em
camundongos, que apresentaram um comeg¢o bastante ripido (geralmente antes das 3h no pico
maximo) seguido por um declinio gradual durante as 24h seguintes (Lobo de Aratjo et al., 2000;
Chacur et al., 2001; Faria et al., 2001; Carneiro et al., 2002; Kanashiro et al., 2002; Calgarotto et
al., 2008).

Os resultados de citotoxicidade da PLA, BtTX-II em mioblastos e miotubos quando
avaliados pelo método de cristal violeta confirmam o proposto por Angulo e Lomonte (2005) e
Lomonte et al. (1999), que mostraram que o efeito citolitico de PLA;s miotoxicas do grupo 1I
testadas, em todos os casos, foram significativamente mais alto em miotubos (células musculares
mais diferenciadas) que em mioblastos. Nossos resultados concordam com a literatura ao
observar uma diminui¢do da viabilidade nesta linhagem de células, miotubos em cultura celular,

mostrando uma alta suscetibilidade e que estd ausente para com mioblastos C2C12 (Figura 27 e

72



28). Tentando especular a possivel razdo pela mais alta suscetibilidade de miotubos
diferenciados, em comparacdo a outros tipos celulares testados em outros estudos prévios
(Lomonte et al., 1994; Incerpi et al., 1995), tais como, estudos feitos para compreender a ligacao
da crotoxina mostraram que esta PLA, (componente B) pode interagir com receptores de proteina
de membrana ou lipidios de membrana com notdrias afinidades diferentes, sendo o anterior muito
mais alto (Bon, 1997). Si esto é certo no caso de outras PLA;s, entdo, nas concentracdes
relativamente altas requeridas para lisar rapidamente diferentes células en cultura (concentragdao
micromolar), as PLA;s classe II poderia estar agindo pelo reconhecimento de lipidios de
membrana relativamente onipresentes (sitios aceptores de baixa afinidade), explicando a
especificidade celular amplamente observada na agdo citolitica (Lomonte et al., 1994). Por outro
lado, fusdo e diferenciacdo de mioblastos em miotubos podem induzir a expressdo de sitio de
receptor ou aceptor de alta afinidade para PLA,s miotdxicas, aumentando a suscetibilidade para
concentracdes de miotoxina inferiores. Um receptor PLA,; de membrana, nomeado receptor tipo
M, foi caracterizado em células de musculo esqueletico (Lambeau et al., 1997), embora seu
possivel papel funcional na a¢do de PLA;s miotoxicas classe II ndo esta claramente definido.
Como uma visdo alternativa, devido as suas caracteristicas estruturais e fisioldgicas particulares,
miotubos podem ter uma menor capacidade para lidar com perturbagdes da homeostase
membrana em comparagdo com outros tipos celulares, como sugerido por Lomonte et al. (1994),
sendo assim mais suscetivel a acdo de miotoxinas. Ambas as hipdteses seria compativel com o
observado, seletividade das PLA;s miot6xicas para fibras musculares esqueléticas maduras in
vivo.

A linhagem de mioblastos C2C12 derivados de musculo esquelético de camundongos
exibe a maioria das caracteristicas dos mioblastos normais e se diferenciam em cultura,
propiciando um bom modelo para estudar a proliferacdo e a diferenciacao de células musculares.
Assim, como em outras PLA;s a BtTX-II também induz mionecrose local severa, quando injetada
por via intramuscular, mas s3o destituidas de atividade miotoxica sist€émica (Gutiérrez e
Lomonte, 1995). A auséncia de miotoxicidade sistémica da PLA, BtTX-II pode estar relacionada
a ligacdo nao-especifica dessa proteina com os diversos tipos celulares (Bultrén et al., 1993;
Lomonte et al., 1999), impedindo a orientacdo desta para sitios farmacoldgicos distantes, como
células musculares. De fato, quando testada in vitro (cultura de mioblastos/miotubos), esta
proteina BtTX-II € colocada diretamente em contato com os possiveis alvos de acdo ou sitios de

aceptores (glicerofosfolipidios ou glicolipidios) que poderiam ser expressos diferencialmente ou
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diferencialmente aglomerados em miotubos, abundantes nas fibras musculares adultas, ndo se
perdendo por ligacOes a sitios ndo-especificos (Angulo e Lomonte, 2005). Varias observacoes
sugerem que os fosfolipidios carregados negativamente (Diaz et al., 2001) podem ser os
aceptores importantes para 0 mecanismo miotoxico destas proteinas (Gutiérrez ¢ Ownby, 2003).

Os mioblastos s@o precursores das células satélites, obtidos através de bidpsia do musculo
esquelético, seguido de cultura “in vitro”. Estas sdo células de pequenas dimensdes,
mononucleares, localizadas entre a lamina basal e o sarcolema na periferia da fibra muscular
esquelética madura. Elas permanecem em estado quiescente e, em caso de lesdao muscular, sdo
rapidamente mobilizadas, proliferam e se fundem com as células lesadas a fim de atuar no reparo
do tecido muscular. A atividade catalitica sobre membranas sugere um importante papel das
fosfolipases A, de venenos de serpentes na sua toxicidade. Este fato pode ser explicado, pelo
desarranjo dos componentes fosfolipidicos que ocasiona severas alteracdes na integridade
estrutural e funcional das membranas plasmaticas com consequente influxo de fons cdlcio
(Montecucco et al,. 2008) acarretando a liberacdo de proteases dependentes de calcio (Gutiérrez e
Ownby, 2003), a ativagdo de PLA,; endégenas (Trump et al., 1981) e o colapso mitocondrial
(Gopalakrishnakone et al., 1984). A somatdria de todas essas alteragdes moleculares poderia
resultar em morte celular.

O veneno de Bothriopsis taeniata foi caracterizado por apresentar atividade hemorréigica,
anticoagulante e miotoxica (Porto et al., 2007). Este veneno contém miotoxinas que tém estrutura
fosfolipase A, que afetam as fibras musculares, rompendo a integridade da membrana plasmaética.
O presente estudo demonstrou que BtTX-II € uma PLA; que induz mionecrose apds inje¢oes
intramusculares em camundongos em diferentes concentracdes. Os resultados foram
corroborados com as alteracdes de tecido locais induzidas por venenos de serpentes botrépicas
que estdo associados as reacdes inflamatdrias conspicuas, caracterizadas por edema (Chaves et
al., 1995), dor (Chacur et al., 2001) e infiltragdo de leucdcito (Farsky et al., 1997).

As células satélites fazem parte de uma populacdo de células com grande atividade
mitogénica que contribuem para o crescimento muscular pds-natal, o reparo de fibras musculares
danificadas e a manutengdo do musculo esquelético adulto. Sdo células indiferenciadas e
mononucleadas, cuja membrana basal estd em continuidade com a membrana basal da fibra
muscular (Harris et al., 2003). A patogénese de dano de tecido muscular local induzido por
venenos de serpentes Bothrops tem sido parcialmente investigada experimentalmente (Gutierréz

e Lomonte, 1989; Ownby, 1982; Gutiérrez et al., 2009). No caso de venenos de espécies
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Bothrops, estas alteragdes envolvem a agao de fosfolipases A, miotéxicas (Gutierréz e Lomonte,
1997) e metaloproteinases hemorragicas (Gutierréz e Rucavado, 2000). Assim, muitas
fosfolipases A; ja descritas sdo capazes de induzir mionecrose.

Ap6s uma lesdo o musculo tem a habilidade de iniciar um processo de reparo altamente
organizado de forma a prevenir a perda de massa muscular (Charge e Rudnicki, 2004; Shi e
Garry, 2006). O remodelamento muscular envolve a reacdo inflamatéria, necrose das células
danificadas, fagocitose de restos necréticos, proliferacdo de células satélites, e a recuperacao
gradual das propriedades funcionais do musculo. Nossos resultados em regeneracdo muscular
induzida por BtTX-II, evidenciaram, nos diferentes tempos de andlise, a presenca constante de
células polimorfonucleares (Figura 29). A funcio destas células do sistema imune ndo estd muito
esclarecida. Alguns estudos descrevem que os neutréfilos estdo envolvidos em danificar
miotubos em cultura (Pizza et al., 2001). Uma vez que os polimorfonucleares migram ao local
inflamatoério, eles podem promover o recrutamento e ativagdo de mondcitos/macrofagdcitos e
linfécitos, atuando como reguladores dos tipos de leucdcitos que fardo a infiltracdo nas células
musculares durante o curso da inflamagdo. Polimorfonucleares também podem contribuir para
resolver alteragdes de tecido causadas por vdrios agentes prejudiciais, como venenos. Estas
contribuicdes podem ser pela remocao de restos celulares necréticos, conduzindo ordenadamente
na substituicdo celular, conserto de tecido e regeneracdo muscular (Tidball, 1995). Pelo que foi
sugerido, os neutré6filos podem contribuir na patologia local de envenenamento produzindo vdrias
espécies reativas, como superéxido, peroxido de hidrogénio, radical hidroxil e peroxinitritos
(Zamunér et al., 2001).

A regenera¢cdo muscular é, portanto, um processo complexo que requer uma modulacio
coordenada entre as células-satélite, fatores de crescimento, citocinas, respostas inflamatorias,

componentes vasculares e da matriz extracelular (Goetsch et al., 2003; Hawke et al., 2003).
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VI. Conclusao

6.1.

6.2

6.3.

6.4

6.5

6.6

6.7

6.8

Utilizando metodologias otimizadas de purificac@o através de dois passos cromatograficos
(exclusdo molecular e HPLC de fase reversa), foi possivel purificar uma nova miotoxina
PLA; D49 a partir do veneno total de Bothriopsis taeniata, denominada BtTX-II, com um

alto grau de pureza, homogeneidade molecular e sem perda da atividade bioldgica.

BtTX-II possui uma massa molecular de 13889.98 Da, de caréter basico, revelado na
andlise de composi¢do de aminoécidos e presenca de 14 residuos de Cys. Peptideos
tripticos determinados por espectrometria de massa in tandem, apresentam alta homologia

com outras PLA; de veneno de serpente.

BtTX-II apresentou atividade enzimatica 6tima entre 35° e 45 °C e pH 8,0. Na presenca
do substrato 4N30OBA, esta PLA, mostra comportamento alostérico especialmente com
baixas concentragdes do substrato. BtTX-II mostra também ser uma PLA, Ca®*

dependente, e sua atividade é menor na presenca de outros cations.

A miotoxina PLA, D49 BtTX-II foi capaz de induzir miotoxicidade local “in vivo”,

incrementando os niveis de CK plasmético, porém ndo mostrou miotoxicidade sistémica.

A miotoxina PLA, BtTX-II apresenta atividade edematogénica e citotoxica em miotubos

C2C12.

A miotoxina BtTX-II foi capaz de induzir bloqueio neuromuscular parcial da resposta
contrétil na juncdo neuromuscular em preparagcdes biventer cervicis de pintainho, desde

que em altas concentragdes.

BtTX-II induz regeneracdo muscular quando o tecido é tratado com baixas concentragdes

(10 pg) durante o periodo de 28 dias apds injecdes intramusculares.

BtTX-II, ao exibir uma gama diversa de eventos farmacoldgicos, apresenta um enigma
em sua relacdo estrutura-fungdo, no sentido de determinar que mecanismos encontram-se
envolvidos em determinados efeitos biolégicos analisados. E necessdrio ter maiores
esfor¢os na drea bioquimica, biologia molecular, fisiologia, histologia e farmacologia ja
que todas estas poderiam contribuir para uma melhor compreensdo de seu mecanismo da

acgao.
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VIII. Anexo
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 1492-1, sobre "Caracterizacao molecular e

funcional de uma miotoxina fosfolipase A, e homodloga Lys49 de

Bothriopsis taeniata: avaliacdo comparativa de suas _atividades

farmacolégicas"”, sob a responsabilidade de Prof. Dr. Sérgio Marangoni /

Frey Francisco Romero Vargas, estd de acordo com os Principios Eticos na

Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagéo
Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica na

Experimentagdo Animal — CEEA/Unicamp em 31 de marco de 2008.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n° 1492-1, entitled "Molecular and functional

characterization of a miotoxin phospholipase A, and homologous Lys49

of Bothriopsis taeniata: comparative evaluation of their pharmacological

activities”, is in agreement with the Ethical Principles for Animal Research
established by the Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This
project was approved by the institutional Committee for Ethics in Animal Research

(State University of Campinas - Unicamp) on March 31, 2008.
Campinas, 31 de marco de 2008.
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