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RESUMO

Uma grande variedade de toxinas provenientes de venenos animais tem sido
largamente utilizada no estudo de mecanismos de acdo e processos fisiologicos, sendo
consideradas valiosas ferramentas moleculares. As serpentes peconhentas expressam no
veneno diversas proteinas muito estudadas e utilizadas clinicamente, apresentando diferentes
graus de variabilidade inter e intraespecifica em suas composi¢cdes e nos seus efeitos
bioldgicos. O conhecimento obtido com os estudos destas moléculas tem grande importancia
clinica na compreensdo dos processos fisiopatologicos envolvidos nos envenenamentos
ofidicos e também académico-tecnologica, devido a possibilidade do desenvolvimento de
novos instrumentos moleculares utilizados na pesquisa e também de novos modelos
moleculares para principios ativos de drogas. Neste trabalho pesquisamos as atividades
neurotdxica, miotoxica e inflamatdria de uma PLA; bésica, D49, purificada do veneno da
serpente Bothrops roedingeri apds duas etapas cromatograficas, exclusdo molecular em
Sephadex G-75 e hidrofobicidade em HPLC de fase reversa em coluna p-Bondapak C-18. A
BrTX-I apresentou massa molecular relativa em torno de ~14 kDa (SDS-PAGE) e confirmada
por espectrometria de massas (ESI-MS), em 14.358,69 Da. A analise da composi¢cdo de
aminoacidos da BrTX-I, revelou que esta ¢ constituida aproximadamente por 120 residuos
aminoacidicos, com alto conteuido de aminoacidos basicos e hidrofobicos, resultando em um
valor calculado de pl de 8,63. A presenca de 14 residuos de cisteina sugere a formagéo de sete
pontes dissulfeto. A analise estrutural da BrTX-I foi realizada por ESI-MS e as regides
analisadas mostraram semelhanga com outras PLA, miotdxicas isoladas de venenos
botropicos. A BrTX-I apresentou alta atividade PLA; e um comportamento tipo sigmoidal em
baixas concentracdes do substrato. Atividade PLA, d6tima da BrTX-I foi em pH 8,0 ¢
temperatura de 37 °C. A BrTX-I mostrou-se dependente de Ca®" (mM) e na sua substituicdo
por Zn'2, Mn"™, Mg™ e Cd* a atividade foi reduzida. O estudo da homologia sequencial da
BrTX-I mostrou posi¢des extremamente conservadas na molécula. Nas posi¢des 1 e 2 ha
predomindncia da sequéncia de aminodcidos (DL), na posicdo 4 (Q). Uma das regides
altamente conservadas na sequéncia de aminoacidos das PLA, ¢ a alca de ligacdo ao calcio,

segmento ...YGCYCGXGG. Residuos formando a alca de ligagdo ao calcio e a rede catalitica



da BrTX-I mostraram um alto grau de conservagao, refletindo na manutencio da atividade. A
regido relacionada a atividade neurotoxica pré-sinaptica (80-110) apresentou principalmente
residuos hidrofébicos. Em preparacdes ex vivo, o veneno e a BrTX-I causaram rapido
bloqueio da neurotransmissdo na preparagdo biventer cervicis de pintainho de modo similar a
outras Bothrops, sem alterar significativamente as respostas contraturantes a adi¢do de ACh e
de KCI (5 e 20 pg/mL), indicando atividade neurotoxica pré-sinaptica. Em camundongos, a
BrTX-I induziu miotoxicidade local, determinada pelo aumento nos niveis plasmaticos de CK
¢ mostrou efeito pro-inflamatorio analisado através da formagdo do edema de pata e liberagéo
das citocinas IL-1, IL-6 e TNF-o.. Como BrTX-I produz um efeito inflamatorio, a hidrolise de

fosfolipidios pode ser relevante na fisiopatologia do envenenamento.
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ABSTRACT

A great variety of animal venom toxins has been widely used in the study of action
mechanisms and metabolic processes, thus considered valuable molecular tools. Poisonous
snakes contains in their venom several well studied and clinically used proteins, showing these
venoms different intra or interspecific variability degrees in their composition and biological
effects. The knowledge obtained with these molecules study, has a great clinical relevancy
understanding pathophysiological process regarding snake envenomations, and also academic-
technological, due to the possibility to develop new molecular tools and new molecular
models to study active principles of some drugs. In this work, we study neurotoxic, myotoxic
and inflammatory activities of BrTX-I, a basic PLA,, purified from Bothrops roendigeri snake
venom after two chromatographic steps, using molecular exclusion chromatography
(Sephadex G-75) and reverse phase HPLC on p-Bondapak C-18 column. BrTX-I showed
relative molecular mass around 14 kDa (PAGE) and specific molecular mass of 14,358.69 Da
was determined by ESI-MS mass spectrometry. The amino acid composition analysis showed
that BrTX-I contains 120 aminoacidic residues with high content of basic and hydrophobic
amino acids, resulting in a calculated p/ value of 8.63. The presence of 14 Cysteine residues,
suggests the formation of seven dissulfide bonds. Structural analysis of BrTX-I PLA,,
performed by ESI-MS showed high identity values when compared to other myotoxic PLA,,
isolated from Bothrops snakes venoms. BrTX-I presented high PLA, activity and showed a
sigmoidal behavior at low substrate concentrations. The BrTX-I reached its maximal PLA,
activity at pH 8.0 and 37 °C. Maximum PLA, activity required Ca*" (mM) and substitution of
Ca* by Zn™, Mn"™, Mg™ or Cd™ showed reduced enzymatic activity. Sequence homology
studies of BrTX-I showed extremely conserved positions in the molecule. In positions 1 and 2,
there is a predominance of the amino acids sequence (DL), and in position 4 (Q). One of the
highly conserved regions in the amino acid sequences of PLA, is the Ca*"-binding loop,
segment ...YGCYCGXGG. Residues forming the Ca**-binding loop and the catalytic network
of BrTX-I PLA, showed a high conservation grade, reflecting the non-decreased catalytic
activity. The region related to the presynaptic neurotoxic activity (80-110), showed mainly the
presence of hydrophobic residues. In ex vivo studies, the whole venom and BrTX-I caused a
fast blockade of the neuromuscular transmission in young chick biventer cervicis preparations

X1l



in a similar way to other Bothrops species, without alters significantly the contractures
induced by ACh and KCL at doses of 5 and 20 ug/mL, respectively, indicating presynaptic
neurotoxic activity. In mice, BrTX-I induced local myotoxicity, determined by increase in CK
serum levels, and showed proinflammatory effects analyzed through edema-forming activity
and citokines IL-1, IL-6, and TNFa release. Once BrTX-I induces a strong pro-inflammatory
effect, the enzymatic phospholipid hydrolysis may be relevant for envenomation

pathophysiology.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, tem se valorizado o uso de moléculas provenientes de venenos.
E provavel que o isolamento de toxinas dos venenos de serpentes que atuam seletivamente sobre
determinados canais i6nicos ou sobre o sistema hemostatico (Markland, 1998), como
instrumentos moleculares para o desenvolvimento de novas pesquisas, agentes terapéuticos como
o Captopril, que foi sintetizado a partir do modelo molecular de um peptideo isolado do veneno
de Bothrops jararaca (Harvey et al, 1998; Ferreira, 2000) e moléculas antitromboticas
purificadas e caracterizadas devido a alta eficacia que apresentam no processo de dissolucdo de
trombos (Xiuxia et al., 2002; Bortoleto et al., 2002), tenham atraido a atencdo de muitos
pesquisadores. O interesse comercial na atualidade ¢ de estudar modelos aperfeicoados pela
natureza para desenvolver novos medicamentos para uso clinico, para o tratamento de infarto do
miocardio, hematomas ou embolia pulmonar (Markland, 1998).

As atuais descobertas também té€m sido utilizadas para o desenvolvimento de novos
protocolos de tratamento do envenenamento ofidico ou para explicar os efeitos fisiopatoldgicos
do veneno de serpentes (Gutiérrez et al., 2010). O envenenamento causado pelos acidentes
ofidicos ¢ um evento comum nos paises das regides tropical e subtropical. Os acidentes ofidicos
tém importancia médica em virtude de sua grande frequéncia e gravidade (FUNASA, 2001).
Mundialmente, o envenenamento por serpentes é um problema maior na Asia, Africa, Oceania e
em varias regides da América Latina, como ¢ o caso das ilhas do Caribe, Brasil e Peru. A
exatiddo do nimero de casos ¢ discutivel, como fica ilustrado em um estudo dos anos 50, que
sugere uma mortalidade anual de 25 a 30 mil pessoas no mundo. No entanto, estes dados parecem
ndo representar a real magnitude do problema, pois se acredita que a mortalidade anual apenas na
Asia chegue a ser de até 100 mil pessoas (Gutiérrez et al., 2008).

No Brasil, foram notificados a8 FUNASA, no periodo de janeiro de 1990 a dezembro de
1993, 81.611 acidentes, o que representa uma média de 20.000 casos/ano para o pais. De acordo
com o Ministério da Satde do Brasil, neste periodo, os acidentes com espécies do género
Bothrops totalizaram aproximadamente 90 % dos acidentes ofidicos envolvendo géneros
suspeitos ou conhecidos e cerca de 70 % dos envenenamentos ofidicos em geral (FUNASA,
2001). Outro pais da América Latina que apresenta alta incidéncia de acidentes ofidicos é o Peru
(Zavaleta e Salas, 1996). Este pais possui uma herpetofauna rica e diversificada que inclui

espécies da familia Elapidae (género Micrurus) e Viperidae (géneros Bothrops, Crotalus,
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Lachesis). As zonas rurais da costa norte deste pais, também apresentam frequentes casos de
envenenamentos ofidicos. (Campbell e Lamar, 2004).

Na América Latina os envenenamentos por viperideas, caracterizam-se por uma
fisiopatologia complexa, que inclui efeitos locais (mionecrose, dermatonecrose, hemorragia,
edema, dor) e em casos moderados e severos, alteragdes sistémicas como coagulopatias,
hemorragia, choque hipovolémico, neurotoxicidade e insuficiéncia renal aguda.

As principais complicacdes em casos letais sdo insuficiéncia renal aguda (IRA), choque
hipovol€mico, insuficiéncia respiratoria aguda e septicemia (Amaral et al., 1985; Ribeiro et al.,
1998). Em alguns casos, a insuficiéncia respiratéria foi associada a edema pulmonar (Ribeiro et
al., 1998).

Provavelmente, a exce¢do a esse padrio fisiopatologico se encontre no caso de algumas
cascavéis sul-americanas, especialmente a Crotalus durissus terrificus, cujo veneno induz a
alteracdes locais irrelevantes, caracterizando-se bem mais por potentes atividades neurotoxicas e
miotéxicas sist€émicas do que por alteragdes locais e de coagulacdo. Os venenos das serpentes
corais (Micrurus sp) e da serpente marinha Pelamis platurus (familia Hydrophiidae) induzem
unicamente um efeito neurotdxico, sem ocasionar alteragdes locais relevantes, do ponto de vista
clinico. Experimentalmente se tem evidenciado que os venenos das serpentes corais induzem um
efeito miotdxico em camundongos, embora este efeito n3o parega ser relevante no
envenenamento humano.

Os efeitos locais induzidos por venenos de viperideos constituem um problema relevante
por varias razdes:

1) Desenvolvem-se muito rapidamente apds a inoculacdo do veneno, o que dificulta a sua
neutralizac@o, se o soro antiofidico for administrado varias horas apos o acidente ofidico.

2) Afetam drasticamente o tecido muscular, os vasos sanguineos ¢ a pele, induzindo lesdes
que, com frequéncia, deixam sequelas.

3) Frequentemente se complicam com infecgdes, o que dificulta ainda mais o manejo do
quadro clinico.

4) Em alguns casos severos, desencadeia-se uma sindrome compartimental, exigindo a
cirurgia de retirada do tecido ja necrosado (fasciotomia), o que complica o tratamento e prolonga
a permanéncia do paciente no hospital.

5) A experiéncia clinica mostra que estes efeitos locais sdo dificeis de neutralizar pelos

soros antiofidicos conhecidos e por outros recursos terapéuticos complementares.
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A figura 1 sintetiza o que foi exposto acima. Mas indiscutivelmente ainda ha uma série de
incognitas com relagdo a patogénese destes efeitos, que ainda permanecem como um desafio para

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

Vv J ¥ ¥
Fosfolipases Ag Metaloproteinases Fatores que afetam Fatores
miotdxicas hemorragicas a coagulacao edematizantes

!

Uegradacao da
matriz extracelular

|
e |

W
Mi h W
ichecrose
<
Oano tissular Fesposta

local inflamatdria

Figura 1. Hipdteses sobre o desenvolvimento dos efeitos locais induzidos por venenos das serpentes da
familia Viperidae (Adaptado de Gutiérrez ¢ Lomonte, 2003).

1.1 O veneno botropico.

Os venenos das serpentes do género Bothrops causam intensa dor local, as vezes com
hemorragia e necrose tecidual tdo grave que requer a amputacdo do drglo atingido (Brazil e
Pestana, 1909; Jiménez - Porras, 1973). Os venenos destas serpentes também sdo responsaveis
por diversos outros efeitos tais como: coagulagdo sanguinea, choque hipovolémico, hemorragias,
insuficiéncia renal e liberagdo de compostos farmacologicamente ativos, semelhantes a histamina
e bradicinina (Rothchild e Rothchild, 1979).

As serpentes do género Bothrops possuem venenos com agdo proteolitica, coagulante e
vasculotoxica:

Acdo Proteolitica: Decorre da agfo citotoxica direta nos tecidos por fragdes proteoliticas do

veneno (proteases, hialuronidases e fosfolipases) e da liberacdo de mediadores da resposta
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inflamatodria. Essa agdo tem patogénese complexa e se relaciona com a quantidade de veneno

inoculado, podendo haver mionecrose ¢ lise das paredes vasculares (FUNASA, 2001)

Acéo Coagulante: O veneno das serpentes do género Bothrops tem a propriedade de transformar
diretamente o fibrinogénio em fibrina, além de ativar a protrombina e o fator X da cascata de
coagulacdo sanguinea. A fracdo da peconha que possui esta a¢do coagulante atua de maneira
diferente da trombina fisiologica, pois ndo ¢ neutralizada pela heparina. Os venenos botropicos
podem também levar a alteracdes da funcdo plaquetdria bem como plaquetopenia (FUNASA,

2001).

Acdo Hemorragica: Esta acfio, quando sistémica, é causada por fatores hemorragicos
denominados hemorraginas. Estas agem sobre vasos capilares, destruindo inicialmente a lamina
basal e causando sua posterior ruptura. A agdo das hemorraginas explica casos de hemorragias
sistémicas, algumas vezes fatais, que ocorrem no cérebro, afetando o funcionamento do sistema

nervoso central (FUNASA, 2001).

Apesar dos venenos botrdpicos nao produzirem sinais de neurotoxicidade apds a picada,
nos ultimos anos venenos de diversas espécies de serpentes do género Bothrops, tem
demonstrado afetar a transmissdo neuromuscular em preparagdes neuromusculares isoladas de
aves, anfibios e mamiferos. Esses efeitos e informagdes a respeito de sua a¢do neurotdxica, foram
obtidos através de estudos miograficos e eletrofisiologicos. A capacidade neurotdxica de
certos componentes presentes nos venenos botrdpicos ja foi descrita desde o trabalho pioneiro de
Rodrigues-Simioni et al.(1983).

Estes autores, realizando testes em preparagdes neuromusculares de ra, descreveram os
efeitos da principal fracdo ativa isolada do veneno total de Bothrops jararacussu, por
cromatografia em Sephadex G 150 e denominada, naquela fase do estudo, de pool IV
(posteriormente denominada fracdo IV por Homsi-Brandeburgo et al, 1988). O efeito
neurotoxico acima citado foi atribuido a fragdo IV. Posteriormente esta fragdo foi denominada
Bothropstoxina (BthTX). A Bothropstoxina foi purificada em dois processos cromatograficos: o
primeiro, correspondendo a fragdo SIII; e o segundo, a Sy-SPyy, sendo esta caracterizada e
sequenciada por Cintra et al. (1993) como uma fosfolipase A, Lys49. Heluany et al. (1992)
evidenciaram o efeito neurotoxico da BthTX sobre as preparacdes ex vivo biventer cervicis de

pintainho e nervo frénico-diafragma de camundongo.
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Costa et al. (1999) evidenciaram que a pegonha de Bothrops pirajai possui um efeito
miotoxico e neurotdxico, capaz de bloquear a resposta contratil na preparagio extensor digitorum
longus (EDL) de rato. Soares et al. (2000b) caracterizaram uma neurotoxina miotoxica, BnSP-7,
uma fosfolipase A, Lys49 de Bothrops neuwiedi pauloensis. Prado-Franceschi. et al. (1998),
caracterizaram uma miotoxina com atividade neurotoxica de Philodryas olfersii (cobra verde),
uma serpente da familia Colubridae, considerada ndo pegonhenta, mas agressiva. Trata-se de uma
proteina dcida de 20 kDa e um pl em torno de 4,8.

Em estudo de 1996, Fontana e colaboradores demonstraram a especificidade da
neurotoxicidade para aves e anfibios, de uma proteina basica de massa molecular entre 14-18
kDa, presente na secre¢do da glandula de Duvernoy (salivar) da serpente ndo pegonhenta
Dryadophis bifossatus bifossatus (jararacussu-do-brejo), da familia Colubridae. Esta neurotoxina
atua especificamente sobre o receptor colinérgico nicotinico da placa motora terminal da fibra
muscular. Este estudo indica que serpentes ndo peconhentas também podem possuir proteinas
com aglo neurotdxica pos-sindptica como as elapideas. Uma comparagdo entre as neurotoxinas
das colubrideas e as neurotoxinas pos-sinapticas das elapideas merecem estudos posteriores, uma

vez que ambas apresentam mecanismos de a¢do farmacoldgica semelhantes.

1.2  Fosfolipase A,

As fosfolipases A, (PLA;) (E.C.3.1.1.4), sdo enzimas dependentes de célcio, que catalisam
a hidrolise de 1,2-diacil-3-sn-glicerol dos fosfoglicerideos e amplamente distribuidas na natureza,
podendo ser encontradas em bactérias, insetos, répteis, tecidos de mamiferos (pulmio, figado,
baco, coragdo, eritrdcitos, plaquetas e leucocitos polimorfonucleares) e ha mais de uma década
evidenciou-se a presenga de PLA, em Pinus americanus (Valentin ¢ Lambeau, 2000). No
entanto, as mais conhecidas e amplamente estudadas sfo aquelas encontradas nos tecidos
pancreaticos de mamiferos e nos venenos de serpentes e insetos (Verheij, et.al., 1980).

Essas PLA; apresentam alta homologia sequencial e estdo relacionadas evolutivamente,
formando a superfamilia das PLA, de baixo peso molecular divididas nos grupos I e II, segundo
Dennis (1994). De acordo com Kini (2003), as PLA; procedentes de veneno de serpentes
compartilham uma similaridade em estrutura e fungdo com as enzimas de mamiferos. No entanto,
dentre as PLA, de veneno de serpentes, muitas sdo tdxicas e induzem um amplo espectro de

efeitos farmacologicos.



As PLA; de venenos (secretdrias) sdo proteinas de baixo peso molecular, constituidas por
cerca de 120-135 residuos de aminoacidos, com uma massa molecular de aproximadamente 13 a
15 kDa, varias pontes dissulfeto, uma alta conservagdo da estrutura tridimensional e sdo
produzidas e secretadas por células (Valentin e Lambeau, 2000). Estudos com mais de 50 PLA,
de diferentes filos revelaram caracteristicas em comum tais como baixa massa molecular (14
kDa), uma a- hélice amino terminal anfipatica, um “loop” para ligagio de Ca®", um sitio ativo e
um grande numero de pontes dissulfeto intramoleculares (geralmente sete, mas existem
variagdes). Estas PLA, sdo geralmente termoestaveis e requerem concentracdes milimolares de
Ca®' para a atividade catalitica 6tima.

As PLA, pancreaticas de mamiferos sdo produzidas e secretadas como zimogénios, com a
presenca de um heptapeptideo na regido N-terminal na enzima inativa. Contudo, no caso das
serpentes ou de outros animais pegonhentos, diversas isoformas de PLA, sdo constantemente
sintetizadas.  As isoformas (PLAj-like ou PLA, Lys49) geralmente apresentam graus
diferenciados de atividade enzimatica (sendo algumas cataliticamente inativas, segundo Gutiérrez
e Lomonte, 1995) e de atividade farmacoldgica, podendo esta ultima ser ou ndo dependente da
atividade enzimatica, como evidenciados para as miotoxinas K49, que exibem varias atividades
farmacologicas, desde a atividade neurotoxica, cardiotdxica, nefrotdxica, mionecrdtica,
anticoagulante, convulsionante, hipertensiva e edematogénica. Estas PLA, K49 diferentemente
das PLA; D49 (cataliticamente ativas) sdo capazes de desencadear suas atividades bioldgicas
independentemente da liberag@o do acido araquidonico.

As PLA; Asp49 sdo enzimas com atividade catalitica, onde o oxigénio do grupo carboxila
contribui para a ligagio do cofator Ca™ essencial na fixagdo do fosfato e estabilizagdo da carga
negativa do oxigénio do grupo carbonil da ligagdo éster na posi¢do sn-2 do substrato (van den
Bergh et al., 1988). Estas moléculas s3o enzimas que desempenham importante papel no
metabolismo de lipidios com grande afinidade estéreo especifica para hidrolise de 1,2-diacil-3-
sn-glicerol de membrana na posi¢éo sn-2, sendo, portanto, denominada de PLA, (Dennis, 1994 ¢
Dennis, 1997). O mecanismo catalitico das PLA, envolve uma interagao altamente especifica
com fosfolipidios.

Nesta catalise ha participagdo do calcio como cofator, do sitio ativo da PLA, e de uma
molécula de dgua. Esta hidrdlise libera lisofosfolipideos e acidos graxos. O acido graxo € o acido

araquidonico, que uma vez liberado da posigdo sn-2 dos fosfolipidios de membrana pela agdo da



PLA,, pode ser metabolizado tanto pela lipooxigenase como por uma das isoformas da
ciclooxigenase, formando leucotrienos e prostanoides respectivamente (Dennis, 2000).

De acordo com Kini (1997) as PLA; procedentes de venenos de serpentes possuem a
capacidade de se unir a um “sitio especifico”, devido a sua alta afinidade em se ligar a proteinas
especificas que atuam como receptores ou aceptores. Essa ligagdo especifica da PLA, ocorre
pela presenca de um sitio “farmacoldgico” em sua superficie, que ¢ independente do sitio
catalitico. Além destes mecanismos, recentemente, nestas ultimas décadas, receptores de
proteinas PLA; secretdrias e de venenos t€m sido identificados em mamiferos, sugerindo que as
PLA, do veneno possam exercer sua toxicidade através da interagdo com proteinas, que seriam,
portanto, os mesmos receptores para as PLA; secretdrias produzidas pelos mamiferos, além da
atividade enzimatica (Kini, 1997).

As PLA,; fazem parte de uma superfamilia de proteinas que tem sido caracterizada como
uma importante familia de enzimas transdutoras de sinal, atuando como proteinas que interagem
de forma especifica com receptores em varios tecidos, inclusive em sinaptosomas de cérebro de
rato (Tipo-N) e em cultura de células de musculo esquelético (Tipo-M) (Valentin e Lambeau,
2000) ou como efetores de atividades bioldgicas intracelulares (Dennis, 1997). A interagdo de
alta afinidade da PLA, com seu aceptor (proteina alvo) deve-se, provavelmente, a
complementaridade de carga, hidrofobicidade e forgas de Van der Walls, que se dio entre o sitio
farmacologico e o sitio alvo na superficie do receptor proteico ou aceptor. A identificagdo dos
sitios farmacoldgicos tem o potencial para a exploragdo no desenvolvimento de novos sistemas
uteis, devido ao amplo espectro de especificidade em tecidos e 6rgos, para o “direcionamento”
de proteinas especificas a um tecido alvo ou érgio em particular.

De acordo com a literatura, as PLA; s3o muito mais que simplesmente enzimas
hidroliticas, as pesquisas recentes buscam os novos papéis das PLA; intracelulares, no entanto,
varias enzimas secretadas tém sido registradas na maioria das células. Também té€m sido
encontrados varios novos papéis das PLA, de venenos, que diferem consideravelmente das PLA,
secretadas. A extensa literatura sobre PLA; indica a importancia destas enzimas para muitas areas

de pesquisa em bioquimica, biologia molecular, biologia estrutural, toxicologia e medicina.



Classificacao das Fosfolipases.

As fosfolipases sao classificadas dependendo de sua estrutura, do seu mecanismo e sitio
de hidrolise sobre o fosfolipideo. Podendo desta forma, serem inicialmente classificadas em
Fosfolipase A, Fosfolipase A,, Fosfolipase C e Fosfolipase D (figura 2).

No caso das PLA,, estas também podem ser classificadas segundo algumas caracteristicas
tais como, localizag¢do celular (secretdrias ou citosolicas), de acordo com a massa molecular (de
alta ou baixa massa), dependéncia ou ndo de célcio para sua atividade enzimatica, especificidade
de substrato, estrutura primaria ¢ de acordo com o numero de pontes dissulfeto. Desta forma as

PLA,; conhecidas até o presente momento podem ser colocadas em algumas das classes de PLA,.

Fosfolipase B- - -=-~- - Fosfolipase Ay

-
w

Fosfolipase A

HFH—D—E—R‘I

I
Ro=0C=0 —;:H Fosfolipase D

R1 e R2 sdo cadeias de hidrocarbonetos ‘E
dos acidos graxos. HCH-O=—P—-0O—X
X=grupamento polar tals como; E | _
CHoCHaM({CHy )3 na fosfalidilcolina @]
CH2CH2MNH2 na fosfatidiletanolaming
CHaCH(COOH)MH: na fosfalidliserina Fosfolipase C

Figura 2. Principais classes de fosfolipases e seus respectivos sitios de atuacdo catalitica. (Adaptado de

Kini, 1997)

Nos venenos, de uma forma geral, existem trés grandes grupos de PLA, (figura 3)
denominadas de PLA, secretdrias grupo I, grupo II e grupo III, sendo que as PLA, pertencentes
ao grupo I, sdo encontradas em venenos de serpentes das subfamilia Elapinae e Hydrophiinae,
também pertencendo a este grupo as PLA; pancreaticas. As PLA, do grupo II sdo encontradas em
venenos de serpentes das subfamilias Crotalinae e Viperinae ¢ sdo estruturalmente relacionadas as

PLA, secretdrias pancreaticas de mamiferos ¢ de PLA, secretorias presentes em fluidos sinoviais
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(Yang et al., 1994). No grupo III estdo as PLA; provenientes dos venenos de abelhas e de

lagartos, caracterizados por sua forte atuagdo neurotdxica (Scott et al., 1990).

Fosfolipase A,
Enzimas de Alto Enzimas de Baixo
Peso Molecular Peso Molecular
(intracelular) (extracelular/secretéria)
| | | | | | | |
CaZ*-dependente CaZ?*-independente Grupo I Grupo III Grupo II Grupo IV

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

Figura 3. Classificacdo de enzimas PLA,. (Adaptado de Kini, 1997)

Estrutura e funcio das Fosfolipases A,

Ja foram caracterizados mais de 100 membros da familia de PLA, secretdrias que sdo
capazes de hidrolisar glicerofosfolipideos contendo um grupamento éster de fosforilcolina,
etanolamina, inositol e glicerol, em 4cido fosfatidico livre. A hidrolise de glicerofosfolipideos
esterificados com fosfatidilcolina, etanolamina ou inositol gera dois produtos extremamente
importantes, o lisofosfolipidio que dard origem ao fator de agregacdo plaquetaria ¢ o acido
araquiddnico que é um precursor de lipidios bioativos tais como prostaglandinas, leucotrienos e
tromboxanos, sendo que ha evidéncias de que estas enzimas poderiam também atuar em respostas
imunoldgicas, inflamagdes, proliferagdo celular e vasoconstricio (Chang et al., 1973). Desta
forma as PLA; induzem a producdo tecidual de varios tipos de lipidios biologicamente ativos,
que irdo entdo induzir os diferentes tipos de atividades farmacoldgicas.

As PLA,; dos venenos de serpentes sdo proteinas secretorias pertencentes aos grupos I e 11
(figura 3). As do grupo I sdo encontradas em venenos de serpentes da familia Elapidae (Elapinae
e Hydrophiinae) e tecidos pancreaticos de mamiferos, enquanto que as do grupo II sio
subdivididas em seis subgrupos (IIA-IIF), englobando as PLA, encontradas nos venenos de
serpentes da familia Viperidae (Viperinae e Crotalinae) e em tecidos ndo pancreaticos de

mamiferos (Six e Dennis, 2000; Burke e Dennis, 2009), conforme a tabela 1. Devido ao constante
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avango de técnicas de sequenciamento de aminoacidos e caracterizagdo estrutural, novas PLA,
foram e continuam sendo descobertas, necessitando-se de constante revisdo bibliografica para
atualizagfo de seus grupos e subgrupos.

As enzimas de classes I e II, apesar de possuirem origens filogenéticas distintas, possuem
uma estrutura terciaria com 0s mesmos motivos estruturais, que incluem a presenga de trés
segmentos em alfa hélice, a presenca de alcas e folhas beta (figura 4A). As PLA; das classes [ e 11
contém um ion de célcio coordenado dentro desta estrutura que € definido como core hidrofobico,
onde esta localizado o sitio catalitico destas moléculas. Este canal ou core hidrofobico formado
pela hélice encontra-se aberto a superficie externa da molécula e durante a atividade enzimatica ¢
ocupado pelas cadeias acilas do substrato (Arni e Ward, 1996).

Estas enzimas possuem um “loop” ou al¢ca de ligacdo do ion calcio (figura 4B),
denominado de “calcium-binding loop” que possui uma sequéncia consenso de glicinas que
conferem a este loop uma grande flexibilidade estrutural, que permite trés dtomos de oxigénio das
carbonilas proximais para coordenacdo molecular primaria do calcio. Além disso, o residuo

carboxila do Asp 49 participa secundariamente da coordenag@o do célcio (Rigden et al., 2003).

Sitlo de unido ao Ca2* ) Alga C terminal
‘H“\_\-\ \

Cal+

Helice 3

Helice 2

A) folha g B)

Figura 4. Em A, a estrutura terciaria da PLA, de Bothrops pirajai, destacando-se a localizag¢do das
estruturas secundarias desta molécula. 4B mostra detalhes da ligacdo do célcio e sua coordenagdo com a
alga de ligagdo do célcio e com a His 48 (Adaptado de Rigden et al., 2003).
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Tabela 1. Classificagdo das PLA, segundo Six e Dennis (2000).

Localizagao | Tamanho | Requerimento N de Caracteristicas
Grupo Origem (kDa) deCa’ Pontes moleculares
: dissulfeto
A Elapidico e Hidrofilidico Secretada 13-15 mM 7 Par His-Asp
B Pancreas suino/humano Secretada 13-15 mM 7 Par His-Asp, al¢a elapidica
I
A Crotalicas, fluido sinovial
humano e plaquetas. Secretada 13-15 mM 7 Par His-Asp, C-terminal.
8 Vibora de Gaboon Secretada 13-15 mM 6 Par His-Asp, C-terminal.
C Testiculo de rato Secretada 15 mM 8 Par His-Asp, C-terminal.
mn Abelha e lagartos Secretada 16-18 mM 5 Par His-Asp, C-terminal,
v Rim de rato novo 264.7
Plaquetas humanas U937 Citosdlica 85 <uM Ser-228 na sequéncia consenso
GLSGS.
Arg-200, Asp-549.
Ser-505 fosforilagdo do sitio;
Domino do sitio CaL. B
\% Humano/rato/coragdo de
camundongo, pulmdo e
macrofagos P388D1 Secretada 14 mM 6 Par His-Asp al¢a ndo elapidica e
ndo C-teminal,
vi Macréfagos da linhagem
celular P338D1 Citosolica 80-85 - Sequéncia consenso repetida
GXSXG
Complexos de 340 kDa
Vil Plasma humano Secretada 45 - Sequéncia consenso, GXSXG
Ser-273, Asp-296, His-351
Vil Cérebro bovino Citosolica 29 - Ser-47
IX Caracol marinho Secretada 14 <mM 6 Par His-Asp

conservadas, que formam a 3-Wing, apesar desta estrutura secundaria ndo participar da catalise,

esta estrutura tem sido relacionada a varias atividades farmacologicas tais como neurotoxicidade,

As PLA, classe I e II também possuem uma

estrutura em folhas [ antiparalelas

miotoxicidade ou atividade anticoagulante (Gutiérrez et al., 2008).

1.3

pré e pds-sindptica, miotoxicidade, atividade anticoagulante, convulsionante, hipotensiva,

Acdes farmacologicas das PLA,

As PLA, de serpentes exercem varios efeitos farmacoldgicos tais como: neurotoxicidade

hemolitica, hemorragica e edematogénica (Kini e Iwanaga, 1986: Kini e Evans,1987).
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Além das PLA; cataliticamente ativas (Asp49) existem outras que sdo definidas conforme
a sua natureza molecular como proteinas com estrutura molecular similar as das PLA; (Asp49).
Sdo PLA; homdlogas (Lys49) desprovidas de atividade catalitica (Ward et al., 2002), portanto
para desencadear suas atividades bioldgicas dependem de outros mecanismos, que sao
independentes da liberagdo do acido araquidonico (Maraganore, et al., 1984; Gutiérrez ¢
Lomonte, 1995; Arni e Ward, 1996 ¢ Selistre et al., 1996).

Segundo Gutiérrez e Lomonte (1995) as PLA; poderiam se ligar a determinados sitios da
membrana com uma carga parcial negativa, que poderiam servir de ancoragem para as PLA,.
Unidas assim & membrana celular, poderiam gerar uma desorganizacdo da membrana levando a
alteracdo na permeabilidade e consequente destruicdo celular devido preferencialmente a
desorganizagdo celular mais do que pela toxicidade da PLA,.

O motivo que reforgaria a desorganizagido gerada pela PLA,, poderia ser a propria fluidez
da membrana, sendo que alguns autores sugerem uma ligagdo ao proprio lipidio da membrana

(Gutiérrez e Lomonte, 1995).

PLAS i
SELULE .||f NAO ESPECIFICA
NAO = = I
ALVO Y |
2R simio ]
s CATALITICO siTio siTio siTIo
FARMACOLOGICO FARMACOLOGICO ~ CATALITICO CATALITICO

Figura 5. Interacdo das Fosfolipases com as células alvo. Em A, vemos que a diferenca entre a célula alvo
e a célula ndo alvo para a PLA, ¢ a presenca de um sitio-alvo na membrana. A PLA, tem um sitio
farmacologico complementar ao sitio catalitico. Em B, temos a interagdo especifica da PLA; e a célula-
alvo, devido a alta afinidade com o sitio-alvo. Em C, observamos os modelos da PLA, especifica ¢ da
inespecifica, que ndo apresenta sitio farmacoldgico. Em D, vemos as interagdes especificas e inespecificas
das PLA, com a célula-alvo (Adaptado de Kini, 1997).
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O fundamento, segundo o esquema da figura 5, estd na capacidade de certas PLA,
interagirem especificamente com determinadas células, através de “sitios-alvo”. O sitio-alvo da
célula e o sitio farmacoldgico da molécula devem ser complementares um ao outro na densidade
de distribuicdo de cargas, hidrofobicidade e conformacao, apresentando assim uma alta afinidade
de ligagdo. As PLA; ndo especificas podem interagir ao acaso com todos os tipos de células
incluindo as células-alvo. Assim o efeito farmacoldgico produzido pela interacdo da PLA; néo
especifica ¢ menos potente do que numa interagdo especifica (Kini, 1997).

Todas essas atividades farmacoldgicas associadas a um tipo de macromolécula como as
PLA,;, ndo dependem do mecanismo cldssico de quebra do fosfolipidio. S&o, portanto,

mecanismos independentes da atividade catalitica (Gutiérrez ¢ Lomonte, 1995).

1.4 Miotoxinas PLA,

Miotoxinas podem ser definidas como componentes naturais (pequenas proteinas ou
peptideos), presentes nos venenos que podem agir localmente, danificando as fibras musculares
irreversivelmente (mionecrose) no local da picada e ao redor. Outras miotoxinas agem
sistematicamente, causando dano muscular em sitios distantes, sendo que a miotoxicidade
sistémica pode provocar mioglobinudria e insuficiéncia renal aguda (IRA), uma causa mortis

frequente por envenenamento ofidico (Azevedo-Marques et al., 1985).

As miotoxinas PLA, s3o de dois tipos: neurotéxicas e nao neurotoxicas (Lomonte et al.,
2003). As ndo neurotoxicas podem ser Asp 49 ou Lys49 (Mebs e Ownby, 1990).

As miotoxinas PLA; neurotdxicas sdo encontradas comumente nos venenos de elapideos
onde possuem o papel principal na letalidade. Os valores de DLsy sdo extremamente baixos,
devido ao potente efeito pré-sindptico na jungido neuromuscular (Rosenberg, 1990), mas também
podem ser encontradas em venenos de viperidios, como por exemplo, a crotoxina da C. d.
terrificus.

No caso das miotoxinas PLA, ndo neurotoxicas, que sdo 0os componentes mais abundantes
nos Viperidios, estas apresentam altos valores de DLsy (Gutiérrez et al., 1986b; Rosemberg,
1990; Soares et al., 2000 a,b), sua poténcia miotdxica é menor quando comparada com as PLA,
neurotoxicas. Mas devido a sua quantidade abundante nestas pegonhas, no caso dos acidentes,

estas sdo as principais toxinas envolvidas no desenvolvimento da rabdomiodlise, que ¢ definida
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como a hidrélise especifica do tecido muscular, como ocorre por agdo do veneno de C. d.
terrificus.

Os modos de a¢ao das PLA; miotdxicas Lys49 e as Asp49 no musculo ocorrem por vias
diferentes, mas em geral podem causar lise rapida do sarcolema (membrana plasmatica da fibra
muscular) e um rapido estado de mionecrose (Fletcher et al., 1996).

Varias miotoxinas isoladas na década de 90, foram caracterizadas como proteinas basicas
de massa molecular em torno de 13 kDa. Sdo as miotoxinas PLA; homdlogas, que também se
caracterizam pelo seu forte carater associativo em dimeros, que é a forma mais comum de
polimerizagdo encontrada para as PLA, miotoxicas e eventualmente, em tetrdmeros. Estas
associagoes sdo principalmente dependentes de residuos de tirosina (Y). (Arni e Ward, 1996).

As miotoxinas isoladas até o presente momento sdo moléculas compactas, estaveis as
variacdes de temperatura, pH, concentragcdo salina alta e na presenga de solventes organicos.
Devido a estas caracteristicas, as PLA, miotoxicas ndo se desnaturam em condi¢des usuais de
trabalho, durante os processos de purificacdo e testes biologicos (Gutiérrez ¢ Lomonte, 1995 e
Toyama et al., 1995). Estas caracteristicas sdo acentuadas principalmente quando as PLA; se
encontram associadas, por exemplo, em dimeros.

As PLA; miotdxicas tem sido objeto de muitos estudos, pois correspondem a cerca de 20
a 30% do veneno total, sendo as toxinas mais abundantes que existem no veneno das serpentes. O
estudo das PLA, com atividade miotoxica e farmacologicamente ativas tem contribuido para o
conhecimento deste modelo bioldgico.

As PLA, de venenos apresentam alta homologia estrutural € mesmo assim apresentam
diferentes acdes biologicas, desde sua atividade toxica até os eventos farmacoldgicos. Dentre
todas as atividades, a miotoxicidade ¢ a menos conhecida de todas (Selistre et al., 1996).

As atividades miotdxica e neurotdxica ndo dependem inteiramente da atividade
fosfolipasica A, (atividade enzimatica), uma vez que miotoxinas isoladas e descritas apresentam
em sua estrutura a substituicdo do acido aspartico D(49) por uma lisina K(49) caracteristica
gendmica que leva a PLA, a perder sua atividade enzimatica sem a perda de suas atividades
farmacologicas (Homsi-Brandeburgo et al., 1988; Francis et al., 1991; Toyama et al., 1995;
Gutiérrez e Lomonte, 1995 e Nakai et al., 1995). As PLA,, tanto D49 como K49 podem estar ou
ndo na forma agregada, mais comumente na forma dimérica (Arni e Ward, 1996).

A atividade catalitica também ¢ dependente da presenca de regides moleculares

conservadas, como a regido do N-terminal, que é parte do canal hidrofébico onde os lipideos
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entrariam para serem digeridos; modificagcdes de alguns residuos desta regido parecem estar
associadas também com a perda de atividades bioldgicas, como a agregacdo plaquetaria (Arni e
Ward, 1996). Além desta, outra regido, a C-terminal, parece estar associada a eventos de
citotoxicidade. Nao se sabe com certeza se a catalise também ¢ importante para a expressiao da
atividade das PLA,, desta forma o estudo dessas regides conservadas ¢ dos residuos que as
constituem podem auxiliar em tal entendimento.

Assim, o isolamento e a caracterizacdo de PLA, cataliticamente ativas ou ndo, sdo
fundamentais para que estas possam ser utilizadas como ferramentas moleculares ¢ modelos para
ilustrar aspectos importantes, que possam ajudar a distinguir mais claramente os eventos

farmacologicos dos cataliticos.

1.5 Neurotoxinas PLA,

Neurotoxinas s@o componentes presentes nos venenos e peconhas de espécies que
normalmente afetam o sistema nervoso de diferentes maneiras: bloqueando os impulsos nervosos,
de forma que a presa fique paralisada e a respiragdo interrompida, ou superestimulando o sistema
nervoso, levando-o ao colapso com convulsdes e a contratura de todos os musculos, seguidas de
morte (Rodriguez-Acosta et al., 2003). Varias neurotoxinas atuam pré-sinapticamente como, por
exemplo, a tetrodotoxina, [-bungarotoxina, toxina botulinica e a latrotoxina, ou pds-
sinapticamente como a a-bungarotoxina e a d-tubocurarina. As neurotoxinas de veneno de
serpentes que alteram a transmissdo no terminal do motoneurénio tem sido de consideravel
importancia clinica e de pesquisas durante as tltimas trés décadas. Sua estrutura ¢ modo de agio
tém sido estudados de forma muito extensa. Devido aos maiores avangos nas técnicas da quimica
de proteinas, as neurotoxinas sdo continuamente isoladas do veneno de diversas espécies de
serpentes (Tu, 1991).

Um dos principais alvos dos venenos ofidicos é o sistema nervoso somatico, em particular
a jun¢do neuromuscular da musculatura estriada esquelética, devido ao fato de ndo atravessarem
a barreira hematoencefalica. A inibi¢do da neurotransmissdo neste sitio resulta na paralisia dos
musculos ocular e bulbar, assim como paralisia dos musculos respiratorios, principalmente o
diafragma, o que pode resultar em 6bito. Desta maneira, muitas pesquisas sdo direcionadas a
aumentar nossa compreensdo sobre os mecanismos de acdo dos venenos ofidicos e toxinas

isoladas, na jungdo neuromuscular (Hodgson e Wickramaratna, 2002).
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No entanto, nem todas as neurotoxinas tem o mesmo sitio, modo de agdo ou produzem
efeitos clinicos similares (Rodriguez-Acosta, 2001). Em relagdo aos componentes neurotoxicos
dos venenos de serpentes, sendo mais bem descritos os da subfamilia Crotalinae, sabe-se que
muitos deles, em condi¢des naturais nao sdo capazes de penetrar a barreira hematoencefalica, mas
em condi¢des de profundas altera¢des ou apresentando solugdes de continuidade, podem alcangar
o sistema nervoso central (SNC) e originar quadros patoldgicos até agora pouco descritos
(Monterrey, 2001).

As serpentes desenvolveram através de diferentes mecanismos genéticos evolutivos, a
capacidade de expressar potentes toxinas inibitérias da transmissdo neuromuscular pré-sinaptica
(B-neurotoxinas) ou pds-sindptica (a-neurotoxinas) em sitios especificos. A neurotoxicidade pré-
sindptica estd associada muitas vezes as fosfolipases A, encontradas nos venenos das serpentes
(Hodgson e Wickramaratna, 2002). As PLA; mostram um alto grau de similaridade na sequéncia
de aminoacidos, o que indica uma alta conservagdo na posi¢do de pontes dissulfeto e da estrutura
tridimensional. A fun¢8o primaria destas PLA, ¢ digestiva. No entanto, um pequeno grupo de
PLA, provenientes de veneno de serpentes, as -neurotoxinas, tem evoluido como neurotoxinas
mais potentes do que as o-neurotoxinas no bloqueio da transmissdo neuromuscular,
principalmente pela modificag@o na liberag@o do neurotransmissor acetilcolina (Tu, 1991).

Estas neurotoxinas pré-sinapticas que apresentam atividade fosfolipasica A,, tém sido
identificadas nos venenos das trés maiores familias de serpentes venenosas (Elapidae,
Hydrophiidae e Viperidae). Um numero consideravel de trabalhos tem sido direcionado a
identificag¢do do(s) sitio(s) de ligacdo no terminal nervoso pré-sinaptico para estas toxinas, apesar
destes mecanismos permanecerem ndo esclarecidos (Hodgson e Wickramaratna, 2002).

Duas classes de P-neurotoxinas provenientes de venenos de serpentes t€m sido
reconhecidas, as P-neurotoxinas caracterizadas pela presenca da atividade catalitica PLA, e
encontradas nos venenos de serpentes das familias Elapidae e Viperidae e as B-neurotoxinas
facilita torias, incluindo a dendrotoxina, que bloqueia o canal de potassio voltagem-dependente, e
a toxina anticolinesterasica, a fasciculina. As toxinas do segundo grupo séo proprias de veneno de
Dendroaspis sp. A ag@o neurotoxica caracterizada pelo bloqueio neuromuscular néo altera
significantemente a sensibilidade da placa motora ou sarcolema para a acetilcolina ou o KCl,
respectivamente, ou seja, quando uma neurotoxina pré-sinaptica age, ndo ha, necessariamente,

destruicao da fibra muscular.
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As neurotoxinas pds-sinapticas apresentam baixo peso molecular (7 a 8 kDa) e sdo
desprovidas de atividade enzimatica (Karlsson, 1979). As o-neurotoxinas sdo antagonistas
competitivas dos receptores nicotinicos da placa motora terminal, no musculo esquelético,
ligando-se a estes receptores, bloqueando a transmissdo neuromuscular e conduzindo a morte por
paralisia flacida do diafragma (Karlsson, 1979). Também sfo chamadas de toxinas
curaremiméticas, devido ao seu modo de agdo semelhante a d-tubocurarina, sendo que sua
ligacdo a estes receptores se faz de forma ndo covalente (Tu, 1991).

A maioria dos venenos contém multiplas isoformas de uma neurotoxina que diferem em
suas sequéncias de aminoacidos. Por enquanto nido parece existir uma correlagdo direta entre
cadeia estrutural e poténcia, mas tem sido postulado que ha uma relag¢do entre cadeia estrutural e
ligagdo (Harris, 1991). Algumas das neurotoxinas pré-sindpticas tém sido bem caracterizadas,

enquanto outras (paradoxina por exemplo) requerem mais investigagoes.

1.6 Funcio da atividade enzimatica nos efeitos farmacologicos das PLA,

As enzimas PLA; provenientes de veneno podem induzir sintomas farmacoldgicos, os
quais podem ser dependentes ou independentes da atividade hidrolitica sobre fosfolipideos. No
caso das atividades farmacologicas dependentes da atividade catalitica, muito dos sintomas
podem ser causados pela hidrolise total de fosfolipidios ou pela liberagdo de lisofosfolipideos e
acidos graxos.

A hidrolise total de fosfolipidios de membrana tem registrado alguns efeitos, tais como
mudancgas na conformag@o bioldgica das membranas (Lin-Shiau e Chen, 1982),  alteragdes no
comportamento da molécula alvo, devido a mudang¢as em seu micro ambiente, mudangas na
permeabilidade seletiva a ions e drogas e também alteracdes na fungdo do sistema receptor-
ligante, o qual depende muito de fosfolipidios acoplados ao sistema (Rosemberg, 1986).

Estes sdo provavelmente os efeitos mais importantes, pelos quais as enzimas PLA,

induzem efeitos farmacologicos em adigdo aqueles anteriormente citados (figura 6A e B).
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Figura 6. Modos e mecanismos de a¢do de enzimas fosfolipases A,, sendo: A) Mecanismos dependentes
da atividade catalitica e B) Mecanismos independentes da atividade catalitica (Adaptado de Kini e Evans,
1989a).
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Os mecanismos de inducdo dos efeitos farmacoldgicos dependentes da agdo enzimatica
sdo detalhados no esquema da figura 6A. Ao contrario, os efeitos farmacoldgicos podem ser
induzidos pela unifo fisica da enzima PLA, a molécula alvo, sendo independentes da atividade
catalitica. A unido fisica pode interferir de alguma forma (figura 6B), impedindo a unido de
metabolitos aos segundos mensageiros. As PLA; podem também evidenciar estes efeitos pela
acdo de agonistas. A unido das PLA; a receptores especificos podem ser fundamentais no
estimulo de dois dos mensageiros e contribuir com a alteragdo do status metabdlico das células-
alvo. Nesta alteragdo do status metabodlico das células-alvo, pode haver liberacdo de mensageiros
primarios, que proporcionam os efeitos farmacoldgicos observados.

No caso dos efeitos farmacologicos, estes podem estar envolvidos (sem dependéncia)
com a atividade enzimatica e assim potencializar a sua atividade farmacologica, que pode ser
determinada pela afinidade entre a molécula alvo, o sitio farmacolédgico e a eficiéncia enzimatica.
As neurotoxinas pré-sindpticas, crotoxina e taipoxina, que se unem a membrana sinaptosomal
com alta afinidade, sdo exemplos de toxinas altamente especificas (Tzeng et al., 1986).

As diferengas na poténcia farmacoldgica estdo provavelmente relacionadas com a eficiéncia
enzimatica e a preferéncia por substrato da toxina. No caso dos efeitos farmacoldgicos
independentes da atividade catalitica, existe uma absoluta afinidade com os receptores do tecido,
sendo este um fator primario que determina a poténcia farmacoldgica. No entanto, a hidrdlise de

fosfolipidios pode agravar os efeitos farmacoldgicos (Kini e Evans, 1989 a, b e c).

1.7  Bothrops roedingeri

Bothrops roedingeri (Mertens, 1942), mostrada na figura 7A, conhecida como “jérgon da
costa”, ¢ uma serpente peconhenta pertencente a familia Viperidae, subfamilia Crotalinae e
encontra-se distribuida (figura 7B) principalmente na regido litordnea do Peru (Campbell e
Lamar, 2004).

Embora B. roedingeri seja uma espécie agressiva e perigosa, a sua pegonha é pouco
estudada, quando comparada a peconha de outras espécies tais como B. jararaca, B. jaracussu, B.
alternatus, etc., amplamente estudadas pela importancia clinica que tém nos acidentes ofidicos.

Em relagdo a B. roedingeri até agora s existem alguns relatos de isolamentos prévios e
caracterizagdes parciais de fragdes com atividades miotdxica (Pantigoso et al., 2001,2002),
proteasica (Azafiero et al., 2000), fosfolipasica A,, trombina-like, hemorragica (Isla e Yarleque,

2003) hialuronidésica e fosfodiesterasica (Lerma et al., 2004).
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Os efeitos locais observados no envenenamento por B. roedingeri, segundo 0s casos
clinicos sdo: dor intensa na zona afetada, formagdo de edema, redugdo da pressdo arterial,
coagulacgio intravascular disseminada, hemolise, e finalmente necrose. Até agora ndo ha estudos
a respeito de um fator, ou fatores neurotdxicos, presentes na peconha de B. roedingeri,
provavelmente pela auséncia de sintomas neurotoxicos caracteristicos do envenenamento causado

por serpentes dos géneros Micrurus e Crotalus (corais e cascavéis).

Figura 7. Em A, exemplar da serpente Viperidae peruana, B. roedingeri. Em B na area mais clara,
distribuicdo geografica da serpente no Peru. (Adaptado de reptile-database).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais
Caracterizar fisico-quimicamente e estudar os efeitos bioldgicos da PLA, BrTX-I isolada

do veneno de B. roedingeri na neurotoxicidade, miotoxicidade e na inflamagéo.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Obter a PLA; BrTX-I do veneno de Bothrops roedingeri por isolamento através de
cromatografia convencional e HPLC de fase reversa, e caracterizagdo fisico-quimica através de
eletroforese SDS-PAGE, espectrometria de massas ESI-MS. Determinar a composi¢do de
aminodcidos, estudar a homologia estrutural e analisar comparativamente as propriedades

enzimaticas e farmacoldgicas.

2.2.2 Avaliar ex vivo a atividade neurotdxica do veneno e da PLA, BrTX-I, na preparagio

biventer cervicis de pintainho (BCp).
2.2.3 Avaliar in vivo as propriedades miotoxicas local e sistémica, através da dosagem dos

niveis plasmaticos de CK e da atividade inflamatéria, por medida do edema de pata e dosagem

sérica de IL-1, IL-6 e TNF-a.
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3. MATERIAIS E METODOS.

31 Veneno e reagentes

O veneno de B. roedingeri foi doado pela Profa. Dra. Corina Vera Gonzales, da
Universidade Nacional de San Agustin, Arequipa, Peru.

Todos os solventes, produtos quimicos e reagentes utilizados foram de grau HPLC ou de

alto grau de pureza, obtidos da Sigma, Aldrich Chemicals, Merk e Bio Rad.

3.2 Animais.

Os pintainhos (Gallus domesticus) machos HY-LINE W36 (4-10 dias de vida) foram
gentilmente cedidos pela Granja Globo Aves Agropecuaria Ltda. Os camundongos (Mus
musculus) Swiss adultos (18-22 g) foram fornecidos pelo CEMIB/UNICAMP. Os animais foram
mantidos em gaiolas abastecidas de agua e racdo ad [ibitum, em ambiente com temperatura e
iluminagdo controlados. Os experimentos com animais foram feitos como indicam as normas
estabelecidas pela Comissdo de Etica no Uso de Animais CEUA/UNICAMP de acordo com o
protocolo N°2006-1.(Anexo pagina 89)

3.3 Purificacao das toxinas do veneno de Bothrops roedingeri
3.3.1 [Isolamento da fracdo II do veneno de Bothrops roedingeri por cromatografia de
exclusdo molecular em Sephadex G-75.

Cinquenta miligramas do veneno total foram homogeneizados em 1 mL de tampéo
bicarbonato de aménio (AMBIC 1 M, pH 8§,0). Esta solugdo de veneno foi entdo centrifugada a
9000 rpm por 3 minutos, para clarificagdo. O sobrenadante obtido foi entdo aplicado a coluna de
exclusdo molecular contendo a resina Sephadex G-75, previamente equilibrada com AMBIC 0,2
M pH 8,0. A amostra foi eluida com AMBIC 0,2 M a um fluxo constante de 0,25 mL/minuto e

monitorado a 280 nm. As fra¢des foram coletadas, liofilizadas e armazenadas a —20 °C.

3.3.2 Purificacio da PLA; procedente do veneno de Bothrops roedingeri em HPLC de fase
reversa.

Cinco miligramas da fracdo II da pegonha de Bothrops roedingeri obtida pela
cromatografia de exclusdo molecular, biomonitorada para atividades fosfolipasica e neurotoxica,

foram dissolvidas em 200 uL de tampdo A (&cido trifluoroacético 0,1%, pH 3.5), e aplicadas em

22



um sistema de HPLC de Fase Reversa. O sistema cromatografico usado foi o HPLC - PDA 991
(Waters), equipado com duas bombas Waters modelo 510/B, um injetor automatico de amostras
U6K com um “loop” de 200 pL e uma coluna p-Bondapak C-18 (0,78 X 30 cm), previamente
equilibrada com acido trifluoroacético 0,1%, pH 3,5. A eluicdo das amostras foi realizada usando

gradiente linear com acetonitrila 66%. A corrida cromatografica foi monitorada a 280 nm.

3.3.3 Repurificacdo da PLA, procedente do veneno de Bothrops roedingeri em HPLC de
fase reversa.

Para confirmacgfo do grau de pureza, o pico II-4 (BrTX-I), biomonitorado para atividades
fosfolipasica e neurotoxica, foi repurificado em uma coluna p-Bondapack C 18 (0.78 cm x 30

cm; Waters 991-PDA system) em HPLC de fase reversa.

3.3.4 Dosagem proteica pelo Método de Bradford.

A dosagem da concentrac@o de proteinas presentes no veneno total, fracdes da Sephadex
G-75 e da toxina PLA, isolada, foi realizada através do método de Azul de Coomassie G-250, o
qual existe em duas formas diferentes de cores, vermelho e azul. A cor vermelha é convertida
para azul apds ligacdo do corante com a proteina. O complexo proteina-corante possui alto
coeficiente de exting@o, possuindo uma grande sensibilidade da medida de proteina. Para
determinacdo da curva padrio, utilizou-se albumina de soro bovino como proteina padrio,
modelo que serviu como parametro para os resultados obtidos das amostras de B. roedingeri. A
analise das amostras foi feita no comprimento de onda de 595 nm em leitor de ELISA,

(VERSAmax microplate reader, Molecular Devices, Sunnyvale, CA) (Bradford, 1976).

3.4  Eletroforese em SDS-PAGE

A eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), foi realizada seguindo-se a
metodologia descrita por LaemmLi (1970) em um sistema duplo de mini placas SE 250 Mighty
Small II (Hoefer Scientific Instruments). As placas de poliacrilamida foram feitas de modo
descontinuo apresentando um gel de concentracdo de 5 % e um gel de corrida de 12,5% a
partir de uma solu¢@o de acrilamida estoque. O gel de concentracéo foi preparado utilizando-se o
tampao Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8 ¢ o gel de corrida foi feito utilizando-se o tampao Tris-HCI 1,0
M, pH 8,8. Em ambos os géis foram acrescentados 0,1 % (v/v) de SDS 20 %.
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As amostras (veneno total, fracdo II, BrTX-I e BrTX-I reduzida) e os marcadores de
massa molecular foram dissolvidos em tampao de amostra (Tris-HCI 0,075 M, pH 6,8; 10 % de
glicerol; 4 % de SDS; 0,001% de bromofenol). A corrida eletroforética foi realizada a 30 mA. Os
géis foram corados com solucdo de Coomassie Blue 0,05 % a 37 °C, o excesso de corante foi

removido em acido acético 7 %.

3.5  Anailise de aminoacidos

A analise de aminoacidos foi realizada no analisador automatico de aminoacidos PICO
TAG (Sistema Waters) seguindo a metodologia descrita por Henrikson e Meredith (1984). Os
aminoacidos derivatizados (PTC aminoacidos) das amostras foram separados em uma coluna de
fase reversa, de acordo com o tempo de retengcdo dos PTC-aminoacido padrio. Para estimativa da
composi¢do global, a analise de composi¢do de aminoacidos foi realizada de acordo com método

descrito por Ponce Soto et al. (2006a).

3.6  Determinacdo da massa molecular da BrTX-I por espectrometria de massas

Electrospray (ESI-MS).

Uma aliquota de cada proteina (4,5 pL) foi injetada em uma coluna C18 UPLC de fase
reversa (nanoAcquity UPLC, Waters) acoplada com um sistema de espectrometria de massas em
tandem nano-electrospray em um espectrometro de massa Q-Tof Ultima API
(MicroMass/Waters) a um fluxo de 600 nL/min. O gradiente foi de 0-50% de acetonitrila em
acido férmico 0,1 % durante 45 min. O instrumento foi operado em modo MS continuo e a
aquisi¢do de dados foi de 100-3000 m/z a velocidade de 1s e um “delay” de 0,1 s. Os espectros
foram acumulados cerca de 300 scans e os multiplos dados carregados produzidos pelo
espectrometro de massa na escala m/z foram convertidos para escala de massa molecular usando
o software Maxium Entropy fornecido com o pacote Masslynx 4.1. Os pardmetros de
processamento foram: faixa de massa de saida 6000-20000 Da com resolugdo de 0,1 Da/canal; a

proporg¢do de intensidade minima entre picos sucessivos foi 20 % (esquerdo e direito).

3.7 Determinacio estrutural da PLA; BrTX-I.
3.7.1 Reducgao e alquilacio.
A proteina liofilizada BrTX-I purificada em HPLC de fase reversa foi re-suspendida em

ureia 8 M contendo DTT 10 mM a pH 8,0 e incubada a 37 °C por duas horas para reducdo das
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pontes dissulfeto. lodoacetamida foi utilizada para alquilar o grupo tiol livre a partir dos residuos
de cisteina reduzidos. Apoiados em experimentos prévios foi escolhido um excesso molar em 30
% de iodoacetamida em relacdo ao nimero total de tidis. A mistura foi incubada por 1,5 horas a
37 °C em escuriddo. A reacdo foi parada injetando a mistura em uma coluna de HPLC de fase

reversa seguida de liofilizacdo dos picos coletados.

3.7.2 Hidrdlise enzimatica
A proteina purificada BrTX-I foi hidrolisada com tripsina pancreatica bovina com grau de
pureza para sequenciamento em bicarbonato de aménio 0,4 % pH 8,5 durante 4 horas a 37 °C em

uma proporg¢ao enzima: substrato de 1:100 (v/v). A reacdo foi parada por liofilizacdo.

3.7.3 [Espectrometria de massas em tandem

Espectrometria de massa em tandem ESI-MS foi realizada usando um espectrometro de
massas hibrido quadrupole-time of flight (Q-TOF, Micromass Manchester, UK), equipado com
uma fonte de nano spray operando em modo de ionizagdo positivo. As condi¢des de ionizagdo
foram: voltagem capilar de 2,3 kV, um cone voltagem e lentes RF1 de 30 e 100 V,
respectivamente, e uma energia de colisdo de 10eV. A temperatura da fonte foi 70 °C e o cone do
gas foi N; a um fluxo de 80 L/h; ndo foi utilizado gas nebulizador para obter o spray. Gas argénio
foi utilizado para fragmentagdo de ions. Foi realizada calibragido externa com iodeto sddico em
uma faixa de massas a partir de 50 até 3000 m/z. Todos os espectros foram adquiridos com o

analisador TOF em modo “Vmode” (TOF kV = 9,1) e voltagem MCP a 2150 V.

3.74 Sequenciamento “de novo” dos peptideos tripticos

Peptideos tripticos alquilados a partir da PLA, BrTX-I foram separados em HPLC de fase
reversa, coletados manualmente, liofilizados e re-suspendidos em 20 % de acetonitrila ¢ 0,1 % de
TFA.

Cada peptideo foi introduzido por separado na fonte do espectrometro de massa com uma
seringa a um fluxo de 500 nL/min”'. Antes de realizar os espectros de massa em tandem foi
adquirido um espectro ESI-MS (modo TOF MS) para cada pico obtido do HPLC de fase reversa
na faixa de 4002000 m/z para selecionar os ions de interesse. Posteriormente esses ions foram
fragmentados em uma célula de colisio (modo TOF MS/MS). Diferentes energias de colis@o

foram utilizadas dependendo do estado de carga e massa dos ions. Os espectros resultantes foram

25



adquiridos no analisador TOF e resolvidos usando o software MassLynx-MaxEnt 3 algorithm.
Espectros com uma carga s6 foram processados manualmente usando o aplicativo PepSeq

incluido no MassLynnx.

3.8 Cinética enzimatica
3.8.1 Atividade Fosfolipasica A,

A determinacdo da atividade PLA,; foi realizada segundo o método descrito por Cho e
Kézdy (1991) e Holzer e Mackessy (1996) e adaptado para microplaca (Ponce-Soto et al., 2007a).

A mistura para o ensaio contém 200 pL de tampao (Tris-HCI 10 mM, CaCl, 10 mM e
NaCl 100 mM pH 8), 20 pL do substrato cromogénico 4cido 4-nitro-(3-octanoiloxi) benzdico
(4N30BA), 20 pL de agua e 20 puL de PLA; (teste) ou 20 uL de agua (controle), em um volume
final de 260 pL. Apods a adi¢do de 20 pL da PLA; em teste, a mistura foi incubada por 40
minutos a 37 °C e a absorbancia foi lida a intervalos de 10 minutos. A atividade enzimatica,
expressa como a velocidade inicial da reagcdo (Vo) foi calculada baseada no aumento da
absorbancia apds 20 minutos. O ensaio foi realizado em triplicata, monitorando a formagao do
produto 4cido 4-nitro-(3 hidroxi) benzdico (cromdforo), lendo-se a absorbancia a 425 nm em um
VERSAmax microplate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Uma unidade enzimatica
(UE) € definida como a quantidade de enzima necessaria para formar 1 nmol de produto por

minuto.

3.8.2 Efeito do pH na atividade PLA,

Os ensaios do efeito do pH sobre a atividade PLA, foram realizados em meios de reagio
preparados com diferentes valores de pH (4-10). Para cada valor de pH foi feito um controle ¢ a
determinacdo da atividade PLA, foi feita conforme o item 3.8.1 Os tampdes utilizados nos
experimentos foram: tampdo Citrato de sodio pH 4, 5 e 6, tampdo Tris-HCI pH 7 e 8, tampéo

Glicina pH 9 e 10.

3.8.3 Efeito da temperatura na atividade PLA,

Para determinagdo da temperatura o6tima, foiavaliada a atividade PLA, em meios de
reacdo a 25, 30, 35, 40 e 45 °C. A atividade enzimadtica foi determinada conforme o método
descrito por Cho e Kézdy (1991) e Holzer e Mackessy (1996) e adaptado para microplaca
(Ponce-Soto et al., 2007a).
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3.8.4 Efeito da concentraciao do substrato na atividade PLA,

Este ensaio foi feito variando-se a concentracdo do substrato cromogénico 4N30OBA. As
concentra¢des utilizadas foram: 40; 20; 10; 5; 2,5; 1; 0,5; 0,2 e 0,1 mM. A metodologia utilizada
foi a mesma descrita por Cho e Kézdy (1991) e Holzer e Mackessy (1996) e adaptado para

microplaca (Ponce Soto et al., 2007a).

3.8.5 Efeito de ions divalentes na atividade PLA,

A atividade da PLA, foi estudada na presenca dos ions divalentes: Ca", Mg+2, Mn'*% Cd*?
e Zn'. Para a preparagio dos tampdes, foram usados sais dos respectivos metais e a
determinacdo da atividade PLA; foi feita conforme o método descrito por Cho e Kézdy (1991) e

Holzer e Mackessy (1996) e adaptado para microplaca (Ponce-Soto et al., 2007a).

3.8.6 Inibicdo da atividade enzimatica da BrTX-I pela crotapotina.

A crotapotina ¢ uma molécula que se complexa com uma PLA; crotalica formando a
crotoxina, constituinte neurotoxico do veneno de serpentes do género Crotalus. A PLA; do
complexo crotoxina tem seu sitio catalitico bloqueado pela crotapotina e sua atividade
fosfolipasica reduzida ou abolida. A capacidade de inibi¢do da atividade catalitica das PLA,
botropicas pela crotapotina, indica uma similaridade entre o sitio catalitico das PLA, dos
diferentes géneros. Amostras de BrTX-I (1 mg/mL) obtidas do veneno total como descritos
anteriormente foram pré-incubados por 20 minutos no tampao de reagdo com a crotapotina obtida
do veneno de C. d. terrificus na razdo de 1:1 (W/W), o meio de pré-incubagdo foi o0 mesmo do
ensaio enzimatico sem a enzima ou crotapotina. Apos este tempo de incubagdo, o substrato
cromogénico 4-nitro-3-octanoyloxi-acido benzodico (4N30OBA) foi colocado no meio de reacio, ¢
apds 20 minutos a 37 °C, os ensaios foram lidos a 425 nm no mesmo aparelho VERSAmax

microplate reader, como descrito acima.

3.9 Determinacio das atividades bioldgicas
3.9.1 Medida da atividade neurotoxica em musculo biventer cervicis de pintainho

A preparagdo ex vivo neuromuscular biventer cervicis foi utilizada devido a sua
sensibilidade a adigdo de ACh e KCIl exdgenos, respondendo com contratura na auséncia de

estimulagdo elétrica, possibilitando desta forma diferenciar-se um bloqueio pré de um pos-
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sinaptico. A técnica utilizada foi a descrita por Ginsborg ¢ Warriner (1960). Os animais foram
eutanasiados com dose letal de isoflurano. Os musculos biventer cervicis foram removidos e
montados cada um sob uma tens@o de 0,5 g em cubas de 5 mL (Automatic organ multiple-bath
LEO1 Letica Scientific Instruments. Barcelona, Spain) a 37 °C, contendo solugao Krebs (pH 7,5)
aerada (95 % O, — 5 % CO,) com a seguinte composi¢do (em mM): NaCl 118,7; KCI 4,7; CaCl,
1,88; KH,PO4 1,17; MgSOy4 1,17; NaHCO; 25,0 e glicose 11,65.

Um eletrodo bipolar de platina foi colocado na regido de transi¢do entre o tenddo e o
musculo de modo a produzir uma estimulagdo de campo. A estimulac¢do indireta foi realizada
com um Estimulador (MAIN BOX LE 12404 Panlab s.l. Powerlab AD Instruments Barcelona,
Spain) sob as seguintes condic¢des: 0,1 Hz; 0,2 mse 5 V.

Contracdes musculares e contraturas foram registradas isometricamente por transdutores
de forca (Modelo MLT0201 Force transducer 5 mg-25 g Panlab s.I. AD Instruments Pty Ltd.
Spain) conectados a um PowerLab/4SP (OUAD Bridge AD Instruments, Barcelona, Spain)
(Ponce-Soto, et al., 2007).

3.9.2 Determinacio dos niveis de CK plasmaticos em camundongos inoculados pelas vias
intramuscular (miotoxicidade local) e intravenosa (miotoxicidade sistémica)

Foram avaliadas as diferencas encontradas nos niveis de CK plasmaticos em
camundongos de 18 a 20 g de peso, injetados com as toxinas pelas vias intramuscular e
intravenosa. Foi utilizado um n de 5 animais para cada experimento. A dose da toxina injetada foi
de 20 pg em 50 pL de PBS tanto pela via intramuscular (gastrocnémio) quanto intravenosa (veia
caudal). Foram dosados os niveis de CK plasmaticos depois de 0,5; 1; 3; 6; 12 e 24 horas. O kit
utilizado foi o CK—Nac (Creatine Kinase Bicon Diagnostick Germany). A cada 1 mL do substrato
preparado foram acrescentados 10 uL. do plasma obtido por centrifugacdo do sangue retirado da
regido caudal do camundongo. Incubou-se por 2 minutos e a leitura realizada a 430 nm.
Posteriormente multiplicou-se o incremento da absorbancia pelo fator 4130 (Creatine Kinase

Bicon Diagnostick Germany) para a determinacdo da concentragdo plasmatica de CK (U/L).

3.9.3 Determinaciio da atividade edematogénica
Como parte dos estudos da atividade inflamatdria analisou-se um dos eventos que ocorre
neste processo, a formagdo de edema. A capacidade da BrTX-I em induzir edema foi estudada em
grupos de 5 camundongos Swiss (18-20 g). A PLA; BrTX-I foi diluida em 20 pL. de PBS
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(phosphate-buffered saline: 0,12 M NaCl, 0,04 M fosfato de sédio, pH 7,2) ¢ administrada nas
doses de 1, 5, 10 e 20 ug/pata, na regido intraplantar da pata posterior direita. O grupo controle
recebeu um volume equivalente de PBS na regido intraplantar da pata posterior direita. O edema
da pata foi medido com paquimetro logo apds a administragdo e 0,5; 2; 3; 6 e 24 horas apos a
administrag¢do. O edema foi expresso como o percentual de aumento, medido em milimetros com
paquimetro, no volume da pata dos animais tratados em relacdo ao volume da pata dos animais

do grupo controle, a cada intervalo de tempo.

3.9.4 Dosagem das citocinas IL-1, IL-6 e TNF-q.
As concentragdes plasmaticas de IL-1, IL-6 ¢ TNF-a foram determinadas 0,5; 1; 3; 6 ¢ 12
horas apds a administragdo nos camundongos, pela via intramuscular, da PLA; BrTX-I (20
ng/100 pL) na dose de 1,0 mg/kg, ou de solugdo salina estéril (NaCl a 0,9 %). Apds a
centrifugacdo das amostras do sangue coletado da veia caudal, os sobrenadantes foram utilizados
para a determinagdo dos niveis de IL-1, IL-6 e TNF-a por um imunoensaio enzimatico especifico.
Os niveis de citocinas IL-1, IL-6 e TNF-o no plasma dos camundongos BALB/c foram
determinados pelo método ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay). Placas especificas
para o teste de ELISA (96 pocgos) foram recobertas com 100 pL/pogo (1 pg/mL) de anticorpos
monoclonais para IL-1, IL-6 ¢ TNF-o em tampao carbonato de sédio 0,1 M (pH 8,2) e incubado
por 6 horas em temperatura ambiente. Os pocos foram entfo lavados com uma solugdo salina-
tampao fosfato 0,1 % (PBS/Tween-20) e anticorpos monoclonais foram fixados & placa com 100
pL de soro fetal bovino incubado com PBS por 2 horas em temperatura ambiente. Apds lavagem,
amostras do plasma (50 pL) em duplicata foram adicionadas a cada poco. Apds 18 horas de
incubacdo a 4 °C, os pogos foram lavados e incubados com 100 puL (2 pg/mL) de anti-
anticorpos para TNF-a, IL-1 e IL-6 por 45 minutos a temperatura ambiente. Apds uma lavagem
final, a rea¢do de quantificacdo foi realizada pela adi¢do de ortofenildiamina (OPD) a cada pogo.
As densidades Opticas foram medidas a 405 nm em um leitor de microplacas VERSAmax 190
multiwell plate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA).
O conteido de citocinas de cada amostra foi determinado a partir da curva-padrio

estabelecida com as citocinas recombinantes apropriadas (expressas em picogramas por mililitro).
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3.10 Analise Estatistica
Os resultados foram representados pela média de experimentos = desvio padrio. A

significancia foi obtida através do teste ndo pareado t-Student e considerado como p<0,05.
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4. RESULTADOS
4.1 Purificacio da PLA; D49 proveniente do veneno de Bothrops roedingeri.

4.1.1 Isolamento da fracio II a partir de veneno total de Bothrops roedingeri em coluna de

Cromatografia de Exclusao Molecular Sephadex G-75

O perfil cromatografico do veneno total de Bothrops roedingeri mostrou a presenga de 4
fragdes denominadas como I, II, III e IV conforme a figura 8. As atividades PLA, e neurotoxica

foram encontradas na fragao II, fragdo esta que representa aproximadamente 30% do veneno seco

total.
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Figura 8. Cromatografia de Exclusdo Molecular do veneno de Bothrops roedingeri em uma coluna de
Sephadex G-75 (78 x 2cm). O veneno (50mg) foi aplicado & coluna pré-equilibrada com tampio
bicarbonato de aménia 0,2M e pH 8,0, a um fluxo de 0,25 mL/min. O perfil de elui¢do foi monitorado a
280 nm. As principais fracdes obtidas, identificadas como I, II, IIl e IV foram reunidas em “pools”

correspondentes, liofilizadas e armazenadas. (* Atividade PLA, e neurotdxica)
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4.1.2 Purificacio em HPLC de fase reversa, da PLA, presente na fracio II isolada do

veneno total de Bothrops roendingeri por exclusao molecular em Sephadex G-75

A fracdo II anteriormente obtida foi submetida a mais uma etapa de purificagio em HPLC
de fase reversa. A corrida foi realizada em uma coluna p-Bondapack C18 (0.78 cmx30 cm;
Waters 991-PDA system), acoplada a um sistema de RP-HPLC 991-PDA. O perfil
cromatografico, como mostra a figura 9, apresentou 10 fracdes majoritarias denominadas II-1 a
II-10. Atividade PLA; e neurotoxica foram encontradas na fracdo, II-4 denominada, de agora em
diante, como PLA, BrTX-I.

Para confirmacdo do grau de pureza, o pico II-4 (BrTX-I) foi repurificado em uma coluna
p-Bondapack C 18 (0.78 cm x 30 cm; Waters 991-PDA system) em HPLC de fase reversa e
submetido a uma eletroforese SDS-PAGE, apresentando um alto nivel de homogeneidade
molecular (95%), pela presenga de um unico pico, BrTX-I, com uma diferenga muito pequena no

tempo de retencdo de 37.19 £ 0.34 min (detalhe figura 9).

1.0 .- 100
i, I (PLAZ BrTx-) O-4
E E '___m--""'-
[= - W
D g _”---"'
m E ] -
I
-3 Y I | N
T 0 10 20 30 40 50 |7 -
05 T?T?E {min) !
0 I | I I I J 1
0 10 20 30 e - -

Tempo {min)

Figura 9. RP- HPLC da fracdo II da pegonha da serpente B. roedingeri em uma coluna p-Bondapack
C18 (0.78 cmx30 cm; Waters 991-PDA system). A fracdo II (5,0 mg) foi diluida em 200 pL de tampao A
(acido trifluoroacético 0,1 %, pH 3,5) e aplicada a coluna e as proteinas foram eluidas usando gradiente
linear com acetonitrila 66 %. A corrida cromatografica foi monitorada a 280 nm, O pico que apresentou
maior atividade fosfolipasica (II-4) foi demarcado (A) e esta indicado como PLA, BrTX-I. No detalhe,
perfil da re-cromatografia da BrTX-I em HPLC de Fase Reversa.
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4.1.3 Tabela de purificacio da BrTX-I

O veneno total de B. roedingeri foi fracionado em 4 picos apds ter passado por uma resina
Sephadex G-75 (exclusdo molecular). A atividade fosfolipasica estava presente somente no
segundo pico (fracdo Brll). No segundo passo cromatografico em HPLC de fase reversa
utilizando uma coluna C-18, a frag¢do II foi resolvida em 10 picos principais, sendo a atividade
fosfolipasica A, detectada no quarto pico (Brll-4) . A metodologia usada nos permitiu a
purificagdo, isolamento e concentracio da PLA, (BrTX-I). A combinagdo destas duas etapas
cromatograficas demonstrou-se apropriada, ja que envolve diferentes mecanismos de separagio

para proteinas de interesse.

Apos o primeiro passo, a PLA,; D49 (BrTX-I) foi purificada 1,96 vezes, necessaria para
obter a enzima num estado homogéneo e no segundo passo foi purificada 71,53 vezes, com

rendimento de 22,5 % em relagdo ao veneno total.

A tabela 2 exibe um resumo das etapas do processo de purificagdo, assim como o calculo
de atividade especifica e recuperacdo. Mostram-se os parametros da fracdo com atividade

enzimatica PLA,.

Tabela 2. Purificagdo e calculo de atividade especifica da fosfolipase A, BrTX-I, isolada do veneno de
Bothrops roedingeri. UE/mL= nmol/min/mL

Etapa de Proteina | Atividade | Atividade | Atividade | Rend. | Purif.
Purificacio (mg/mL) | (UE/mL) Total Especifica (%) (vezes)
(U.T.) (U/mg)
Veneno Total 0,54 245 2940 5444 100 1,00
Sephadex G-75 (Brll) 0,073 130 780 10685 26,5 1,96
HPLC-FR (BrTX-I) 0,0017 662 662 389412 22,5 71,53

33




4.1.4 Eletroforese em SDS-PAGE da PLA; BrTX-I

A figura 10 mostra a eletroforese em gel de poliacrilamida do veneno total de B.
roedingeri e das fracdes correspondentes aos passos cromatograficos de exclusdo molecular G-75
e HPLC fase reversa. Os marcadores moleculares utilizados foram de: Isozima 14 kDa, inibidor
de tripsina da soja 20 kDa, Anidrase Carbdnica 30kDa, Ovoalbumina 43 kDa, Albumina 66 kDa,
Fosforilase b 97 kDa. O veneno total (VT) apresentou varias bandas, evidenciando a complexa
mistura proteica que possui. A fragdo  Br-II obtida da cromatografia de exclusdo molecular
apresentou bandas proteicas em torno de 14 a 37 kDa aproximadamente. A fracdo Brll-4 (BrTX-
I) tanto em condigdes ndo reduzidas como em condi¢des reduzidas (Brll-4*), apresentou uma
Unica banda proteica (massa molecular relativa de aproximadamente 14 kDa), de mobilidade

eletroforética restrita, o que denota homogeneidade molecular.
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Figura 10. Perfis eletroforéticos em SDS-PAGE (12,5%) do veneno total de B. roedingeri, da fragao Brll
obtida por cromatografia de exclusdo molecular em Sephadex G-75, da fragdo Brll-4 e Brll-4* (fragdo
reduzida).
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4.1.5 Medida da atividade PLA; do veneno total, fracido Brll e BrlI-4 (BrTX-I) do veneno
de Bothrops roedingeri.

A medida da atividade PLA, foi realizada segundo Cho e Kézdy (1991), Holzer e
Mackessey (1996) e adaptado para micro-placa por Ponce-Soto et al. (2006) usando o 4-nitro-3-
(octanoyloxy) acido benzdico como substrato cromogénico.

A atividade PLA, para o veneno total de B. roedingeri foi de 2,592 £ 0,617 nmol/mg/min
(figura 11), a fragdo Brll, com atividade de 4,902 + 0,402 nmol/mg/min e a PLA; BrTX-I (Brll-
4) com atividade de 16,868 + 0,643 nmol/mg/min.
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Figura 11. Atividade PLA, proveniente do veneno total de B. roedingeri (VT), das fragdes Brll e Brll-4
(PLA, BrTX-I), utilizando o acido 4-nitro-3-(octanoyloxy) benzdico como substrato cromogénico. Os
experimentos foram realizados em triplicata, com o desvio padrido de cada ponto representado na curva
(p<0,05).
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4.2 Estudos cinéticos da PLA, BrTX-I isolada de veneno total de Bothrops roedingeri.

Para o estudo das caracteristicas cinéticas, € necessaria a obtencao de parametros cinético-
enzimaticos da enzima a ser estudada (Km e Vmax) para o substrato cromogénico sintético, tendo
em vista a alta dificuldade de se obterem os substratos naturais em apreciaveis quantidades e
graus de pureza aceitaveis. Portanto, a selecdo das condi¢des adequadas para seu Otimo
desempenho na catdlise enziméatica nos daria conhecimento de como influem nos processos
bioldgicos.

O efeito da concentracdo do substrato na atividade PLA, da BrTX-I sobre o substrato 4-
nitro-3-(octanoyloxy) acido benzdico mostra que a PLA, apresenta cinética sigmoidal no grafico
velocidade/substrato, principalmente a baixas concentrag¢des, indicando uma tendéncia alostérica
(figura 12.A). Além disso, foram determinados os valores de Km e Vmax a partir do grafico duplo
reciproco de Lineawever-Burk da fracdo BrTX-I (Figura 12.B). Nestas condi¢des o valor da
constante Km é 4,88 nmol € Vmax 3,0 nmoles/mg/min. A figura 12.C mostra o efeito da variagdo do
pH sobre a atividade enzimatica da PLA, BrTX-I. A maior atividade PLA, para esta toxina
ocorre em pH 8,0 sendo inativa em valores de pH maiores que 9 e menores do que 7. A
temperatura dtima para a atividade da PLA, BrTX-I estd proxima a 37 °C conforme ilustrado na
figura 12.D, mas em torno dos 40-45 °C ainda manteve uma atividade enzimatica moderada.

A atividade enzimatica da PLA, BrTX-I foi verificada na presenca de alguns cations
divalentes, tais como Mgﬂ, Mn'?, Cd"%, Zn"™ na concentra¢do de 10 mM e também na auséncia e
presenca de Ca' nas concentragdes de 1 ¢ 10 mM. A figura 12.E mostra a influéncia dos ions
divalentes na atividade PLA,. BrTX-I exibe dependéncia de Ca™, porém precisa de baixas
concentracdes de Ca' para ter uma atividade total. Ndo se observa uma diferenca significativa de
atividade enzimatica entre as concentragdes 1 ¢ 10 mM de Ca™. A mudanca completa de Ca*' 10
mM para Cd*%, Zn"* ou Mn"? reduz a atividade para niveis similares aos observados em auséncia
de Ca*. Na presenca de Ca™ em baixas concentragdes (1 mM) a adicdo de Mn™* ou Mg (10
mM) mantém ou inibe pouco a atividade enzimatica, no entanto Cd™ ou Zn™ resultaram em
inibicdo quase completa.

A inibi¢do da atividade PLA, da BrTX-I, pela crotapotina de C. d. terrificus foi
determinada incubando-se com a PLA; BrTX-I na razdo molar de 1:1 por 30 minutos a 37 °C. A
crotapotina foi capaz de inibir a atividade PLA; da BrTX-I em mais de 60% (figura 12.F), como

ocorre com as PLA, crotalicas.
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Figura 12. A. Efeito da concentragdo do substrato 4-nitro-3-(octanoyloxy) acido benzdico na atividade
PLA, de BrTX-], isolada de veneno de B. roedingeri. Detalhe: cinética a baixa concentra¢do de substrato.
B. Grafico duplo reciproco de Lineweaver-Burk com valores de Km e Vmax da fragdo BrTX-1. C. Efeito
do pH sobre a atividade enzimatica da PLA, BrTX-I isolada de veneno de B. roedingeri. D. Efeito da
temperatura na atividade enzimatica da PLA, BrTX-I isolada de veneno de B. roedingeri. E. Efeito de
diferentes ions sobre a atividade enzimatica da BrTX-I, na presenca e auséncia de calcio. F. Inibi¢do da
atividade enzimatica da BrTX-I pela crotapotina (F5) de C. d. terrificus. Os experimentos foram
realizados em triplicata, com o desvio padrdo de cada ponto representado na curva (¥p<0,05).
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4.3 Andlise de composicio de aminoacidos da PLA, BrTX-I isolada do veneno de

Bothrops roedingeri

Com relacdo a analise global da composi¢do de aminoacidos, a tabela 3 evidenciou alta
presenca de residuos dos aminoacidos basicos Lys e Arg, além de Asp e Tyr. Mostra a presenca
de 14 residuos de cisteina, o que sugere a formacdo de sete pontes dissulfeto, caracteristica
altamente preservada nas fosfolipases A, e o numero de aminoacidos determinado (120) sugere
que se trata de uma PLA,, por compartilharem muitas das caracteristicas fisico-quimicas deste

grupo de proteinas. A massa molecular calculada foi de 13.783,42 Da.

Tabela 3. Composi¢do de aminoacidos da PLA, BrTX-I isolada de veneno de B. roedingeri. Os valores
s30 expressos em mol de aminoacidos por mol de proteina. PM em Da. *) Nao determinado (ND).

Aminodcido Mol AA PM
Asp 10 1151,1
Glu 7 9039,1
Ser 6 522,55
Gly 6 34222
His 3 411,48
Arg 9 1405,89
Thr 6 666,72
Ala 5 355,45
Pro 7 679,91
Tyr 8 913,2
Val 5 815,75
Met 1 131,21
Cys 14 1443,96
Ile 5 515,85
Leu 7 792,19
Phe 3 441,57
Lys 18 2307,42

Trp * ND ND
Total 120 13783,42
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4.4  Determinacio da massa molecular por Espectrometria de Massas ESI-MS (TOF)

A andlise da BrTX-I por espectrometria de massas ESI-MS (TOF) confirmou a
homogeneidade da proteina e determinou a massa molecular exata de 14.358,69 Da. A figura 13
mostra o espectro da BrTX-I com os valores de massa (m/z) da proteina ionizada (MH").

A massa da proteina apds ser reduzida e alquilada foi de 15170,35 Da (detalhe na figura

9). O incremento de massa de 812 Da indica a presenca de 14 residuos modificados de Cys-
CAM.
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Figura 13. Determinac¢do da massa molecular da PLA, BrTX-I nativa por espectrometria de massas

ESI-MS (TOF). O ion molecular MH" ¢ mostrado no espectro. Detalhe: espectro da massa da BrTX-I
reduzida e alquilada evidenciando os multiplos canais de alquilago.
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4.5 Analise Estrutural da BrTX-I

A proteina alquilada foi digerida com tripsina bovina e os peptideos tripticos resultantes
foram separados em HPLC de fase reversa. Foram sequenciados 5 picos os quais foram
identificados no perfil cromatografico (dados ndo mostrados). Cada pico foi coletado
manualmente e liofilizado. O sequenciamento “de novo” dos peptideos foi feito por
espectrometria de massas em tandem ESI-MS. Os dados obtidos foram processados usando o

software Mascot MS/MS Ion Search (www. matrixscience.com).

A tabela 4 mostra as massas medidas e a sequéncia deduzida de cada um dos peptideos
obtidos a partir da clivagem triptica da PLA, BrTX-I alquilada.

Nao foram discriminados os residuos de lisina e isoleucina em nenhuma das sequéncias
reportadas devido ao fato de serem indistinguiveis no espectro CID (dissociacdo induzida por
colisdo) de baixa energia. Devido a calibragdo externa aplicada a todos os espectros nao foi
possivel resolver a diferenca de 0,036 Da entre residuos de glutamina e lisina, exceto para as
lisinas que foram deduzias em base a clivagem da tripsina (tripsina cliva no extremo carboxi
terminal de lisina ou arginina). Cada peptideo sequenciado “de novo” foi submetido a base de
dados NCBI usando o programa BLAST-p protein search com uma procura restrita a proteinas

basicas com atividade fosfolipase A,.

Tabela 4. Massas moleculares e sequéncias de aminodcidos obtidas por espectrometria de massas ESI-
MS/MS dos peptideos tripticos da BrTX-I alquilados. Os peptideos foram separados por HPLC de fase
reversa. C = cisteina alquilada. Os residuos de lisina mostrados em negrito foram deduzidos da clivagem
pela tripsina. Todas as massas moleculares sdo reportadas como monoisotrdpicas.

BrTX-I HPLC | Massa Medida Sequéncia de Massa Tedrica
Fracdo (Da) Aminodcidos (Da)
1 1360.65 DL/TWQ/KWNK/QMI/LK/Q 1360.61
2 1404.67 DI/LTI/LVCGEDL/IPCK/Q 1404.64
3 1791.07 AAAVCFYENL/IGTYNK/QK/Q 1791.03
4 1120.28 YGCYCGWGGR 1020.25
5 616.79 LATGCPK/Q 616.75

O espectro de massa em tandem mostrado na figura 14, pertence ao peptideo triptico
numero quatro, o qual tem a sequéncia Y GCY C G W G G R, contendo um dominio da alga de

ligagdo ao calcio, caracteristico das PLA,.
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Figura 14. Espectro MS/MS do ifon do peptideo triptico de m/z 1120.310. fon do peptideo de sequéncia
especifica YGCYCGWGGR, do qual a sequéncia da BrTX-I foi deduzida.

O resultado da analise da estrutura primaria mostrou que a BrTX-I é composta de 120
residuos de aminoacidos (tabela 3), compartilhando as sequéncias conservadas de dominios
comuns ao grupo das PLA, D49, incluindo as 14 cisteinas e a al¢a de ligagao ao calcio localizada
em (Y)27, (G)29, (G)31, (G)32. Apesar do ndo sequenciamento da regido correspondente ao sitio

catalitico, a atividade fosfolipasica A, apresentada corrobora o fato de se tratar de uma PLA,.
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4.6 Homologia sequencial da PLA; BrTX-I isolada do veneno de Bothrops roedingeri.

A figura 15 mostra o alinhamento da sequéncia de aminoacidos deduzida da PLA, BrTX-
I, que foi determinada comparando as sequéncias por sobreposi¢cdo dos 5 peptideos tripticos
alquilados, e sua semelhanca estrutural com outras PLA; mostrando uma alta homologia com
outras PLA, miotdxicas pertencentes a familia Viperidae.

Quando a PLA; BrTX-I é comparada com PLA, ativas esta homologia se mantém em
torno de 80% a 90% (em caixa). Os tracos (-) correspondem aos gaps gerados pelo software
usado no alinhamento. As posi¢des dos residuos de cisteina se encontram em posi¢des idénticas
com as outras PLA,, pelo que se trata de proteinas muito relacionadas, mantendo os mesmos

motivos (motif) estruturais. (*) Em destaque a posi¢cdo D49 das PLA; ativas.
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Figura 15. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos deduzida da PLA, BrTX-I com outras PLA, D49
da familia Viperidae. BmTX-I de B. moojeni (Calgaroto et al., 2008); PhTX I de Porthidium hyoprora;
6 1 e 6 2 de B. jararacussu (Ponce-Soto et al., 2006); BbTXIII de B. brazilii (Huancahuire-Vega et al.,

2009). * Residuo na posigio 49.
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4.7 Caracterizacio biolégica da PLA, BrTX-1.

4.7.1 Determinacao ex vivo da atividade neurotoxica do veneno total e da BrTX-L

No estudo da acdo sobre a atividade neuromuscular na preparacdo biventer cervicis de
pintainho, a concentragdo de 50 pg/mL do veneno total foi testada, assim como as concentragdes
de 5, 20, 50 e 100 pg/mL de BrTX-I. As figuras 16 a 18 mostram os registros miograficos do
bloqueio da resposta contratil, na preparagdo biventer cervicis de pintainho, produzidas pelo
veneno total (figura 16) e pela PLA, BrTX-I (figuras 17 e 18). Em todas as concentracdes das
toxinas utilizadas, ocorreu bloqueio que ndo foi revertido apds a lavagem com a solugdo de
Krebs.

As concentragdes testadas do veneno total (50 pug/mL) e da BrTX-I, (50 e 100 pg/mL)
causaram um bloqueio irreversivel e dose-dependente da transmissdo neuromuscular (p< 0.05). O
tempo requerido para o veneno total (50 pg/mL) levar a um bloqueio de 50% da amplitude de
contragdo, sob estimulac@o indireta, foi 22,60 + 0,61 minutos (figura 19). O tempo requerido para
a BrTX-I levar a um bloqueio de 50% da amplitude de contragdo, também sob estimulag@o
indireta, foi de 31,51 £+ 0,52 minutos na concentragdo de 50 pg/mL e de 25,29 + 0,28 minutos na
concentracdo de 100 pg/mL (figura 19). O registro das amplitudes de contragdo da preparagdo
controle permaneceu estavel em média, a 98% ao longo dos 120 minutos de incubagdo com
solucdo de Krebs.

Os resultados mostram que o bloqueio com 50 pg/mL de veneno ou da BrTX-I ndo foi
acompanhado pela inibi¢ao significativa das respostas a acetilcolina (ACh) ainda que em doses
cumulativas e ao potassio (KCI) apenas nas doses de 50 e 100 pug/mL apresentou diferenca
significativa. Nas preparagdes controle, a contratura em resposta a adigdo de ACh e KCl se
manteve estavel apds 120 minutos de estimulagao indireta.

A figura 19 mostra a representacdo grafica das respostas contrateis sob a agdo do veneno
total de B. roedingeri e de diferentes concentragcdes da PLA, BrTX-I respectivamente,
evidenciando um bloqueio dose-dependente na transmissdo neuromuscular, enquanto a figura 20
mostra as contraturas evocadas em resposta a adicdo de acetilcolina (ACh) e de potassio na forma
de KCI, na preparago biventer cervicis de pintainho, sob a¢do de diferentes concentracdes da

BrTX-I (5, 20, 50 e 100 pg/mL).
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Figura 16. Registro miografico do bloqueio neuromuscular induzido pelo veneno total de B. roedingeri
(50 pg/mL) na preparag@o ex vivo biventer cervicis de pintainho, sob estimulagdo indireta supramaximal.
Respostas do tecido a adigdo de A KCI (13 mM) e [1 ACh (55 uM) foram obtidas antes e apos a adi¢ao do

veneno de B. roedingeri.
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Figura 17. Registro miografico do bloqueio neuromuscular induzido pela PLA, BrTX-I isolada do
veneno de B. roedingeri (50 pg/mL), obtida por HPLC de Fase Reversa, na preparagdo ex vivo biventer
cervicis de pintainho, sob estimulagdo indireta supramaximal. Respostas do tecido a adicdo de A KCI (13

mM) e [] ACh (55 uM), foram obtidas antes e apds a adig@o da fracao.
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Figura 18. Registro miografico do bloqueio neuromuscular induzido pela PLA, BrTX-I isolada do
veneno de B. roedingeri (50 pg/mL), obtida por HPLC de Fase Reversa, na preparagdo ex vivo biventer
cervicis de pintainho, sob estimulaco indireta supramaximal. Respostas do tecido a adi¢do de A KCI (13
mM) e [ ACh (A= 13,75 uM, B= 27,5 uM, C= 55 uM, D= 110 uM) foram obtidas antes e apos a adigdo
da fracdo.
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Figura 19. Bloqueio neuromuscular em preparagao ex vivo biventer cervicis de pintainho, sob estimulagéo
elétrica indireta, apos a adicdo do veneno total de B. roedingeri (50 ng/mL) ou da fragdo BII-4 (BrTX-I)
nas concentragdes de 5, 20, 50 e 100 pg/mL. Os pontos sdo as médias dos experimentos + desvio padrio,
p < 0,05, comparado ao controle. O tempo necessario para 50% do bloqueio das contra¢des para cada
amostra esta indicado pelas linhas pontilhadas verticais.
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Figura 20. Percentagem de bloqueio da resposta contraturante a acetilcolina (ACh) e ao potassio, na
forma de KCIl, obtida apds 120 minutos de incubacdo com diferentes concentracdes da PLA, BrTX-I de
B. roedingeri, em musculo biventer cervicis de pintainho (n=5). Nivel de significdncia das amostras em
relagdo ao controle (*p < 0,05). A linha pontilhada horizontal indica 50% de bloqueio das respostas
contraturantes induzidas.

O fato da PLA, BrTX-I de B. roedingeri ndo afetar significativamente a resposta
contraturante a adicdo de ACh e afetar a resposta ao KCl somente quando doses maiores da
toxina sdo utilizadas, sugere que a BrTX-I apresenta atividade neurotdxica de natureza pré-

sinaptica.
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4.7.2 Caracterizacdo miotoxica da PLA, BrTX-I de Bothrops roedingeri através dos niveis de

CK plasmaticos in vivo, ap6s administracio intramuscular e intravenosa

Um dos estudos, realizado para determinagdo do efeito miotdxico da PLA; BrTX-1 in

vivo, foi feito em camundongos administrados pela via intramuscular ou intravenosa com uma

dose da BrTX-I de 20 pg.
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Figura 21. Representacdo grafica da atividade miotoxica da PLA, BrTX-I de B. roedingeri, administrada
em camundongos de 20 g de peso. O grafico mostra em A, os niveis séricos de creatina quinase (CK)
incrementados ao longo do tempo depois de administrada a toxina pela via intramuscular (©), intravenosa
(A) e controle (1) (n=5). Em B observa-se que a atividade miotdxica local da BrTX-I ¢ dose-dependente.
Nivel de significancia das amostras em relagdo ao controle (*p < 0,05).
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Os resultados mostraram que os niveis de CK plasmaticos aumentaram na primeira hora
do tratamento, pela via intramuscular, atingindo até¢ 1491,774 + 59,452 U/L de CK, para voltar
aos niveis normais, apos 12 a 24 horas. O mesmo nfo ocorre pela via intravenosa que atinge
niveis de 382,575 £ 58,592 U/L de CK (figura 21A). O outro estudo avaliou o efeito de
concentracdes diferentes da PLA; BrTX-I (1, 5, 10 e 20 pg) administradas a camundongos pela
via IM. Os resultados mostram que os niveis de CK plasmaticos aumentaram na primeira hora do

tratamento de forma dose-dependente (figura 21B).
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4.7.3 Determinacio da atividade edematogénica da PLA, BrTX-I isolada do veneno de

Bothrops roedingeri

Uma das principais caracteristicas do envenenamento botrdpico é a formagao de edemas
volumosos, podendo até desencadear a sindrome compartimental. Estes edemas s3o resultados
das ag¢des pro inflamatorias das PLA, secretdrias de serpentes do género Bothrops. O edema foi
expresso como o percentual de aumento, em milimetros, da pata dos animais do grupo teste em
relacdo a pata animais do grupo controle. A figura 22 mostra que a PLA, BrTX-I induziu edema
significativo, como resultado de um aumento na permeabilidade vascular no lugar da aplicagio

da toxina aproximadamente duas horas apds o tratamento.
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Figura 22. Atividade edematogénica da PLA, BrTX-I isolada de veneno de B. roedingeri em
camundongos (18-20 g). Cada ponto representa a média + o desvio-padrdo de um grupo de 5 animais. Os
resultados foram calculados em porcentagem de edema em relagdo com o controle (PBS). Nivel de
significancia das amostras em relagdo ao controle (*p < 0,05).
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4.7.4 Dosagem das citocinas IL-1, IL-6 e TNF-a

Para analisarmos e compararmos os mecanismos dos eventos inflamatorios induzidos pela
PLA, BrTX-I, as concentragdes plasmaticas de IL-1, IL-6 e TNF-a foram determinadas. A PLA,
BrTX-I causou um aumento significativo nas concentragdes de TNF-a em apenas 1 hora (figura
23A) e nas concentracdes de IL-1 e IL-6 entre 3 e 12 horas, tendo a IL-1 atingido o pico em 6

horas e a [L-6 em 3 horas (figuras 23B e C).
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Figura 23. Em A, B e C, concentragdes plasmaticas de TNF-a, IL-1 e IL-6, respectivamente, apos
administracdo de BrTX-I. Foram injetados nos animais (I.M.) 1 mL de BrTX-I (1,0 mg/kg) ou solugio
fisiologica (NaCl, 0,9%) estéril como controle. As citocinas IL-1, IL-6 e TNF-a foram quantificadas, por
um imunoensaio enzimatico especifico, no plasma colhido nos intervalos de tempo indicados, apds a
administra¢do de BrTX-I ou soluc@o fisioldgica. Cada barra representa a média mais desvio-padrio (n=5).
(*) p<0,05 quando comparado ao controle.
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5.  DISCUSSAO
5.1. Purificacio, caracterizacio fisico-quimica e estrutural da PLA; BrTX-I

Na América do Sul, venenos de serpentes do gé€nero Bothrops vém sendo estudados
devido a sua predominancia nos acidentes ofidicos e importancia clinica em paises como Brasil,
Colombia, Equador, Venezuela, Bolivia e Peru, ja que representam um problema de satde
publica, sendo estas serpentes as responsaveis por cerca de 90% dos acidentes ofidicos que
ocorrem nestes paises (OMS, 2010) o que corrobora os dados publicados pelo Ministério da
Satde do Brasil, no seu Manual de diagndstico e tratamento de acidentes por animais
peconhentos (FUNASA, 2001).

As fosfolipases A, (PLA;) ofidicas sdo proteinas pequenas, amplamente distribuidas entre
as espécies de serpentes. Sabe-se que o veneno de serpente ¢ uma rica fonte de PLA,, sendo que
estas enzimas possuem atividades tdxicas e/ou farmacoldgicas como: mionecrotica,
anticoagulante inibidora da agregacdo plaquetaria, cardiotoxica, hipotensora e edematogénica
(Gutiérrez e Lomonte, 1997; Kini, 2003; Ponce Soto et al., 2007¢). Em fung¢io das divergéncias
naturais e a biodiversidade desta familia de proteinas entre as serpentes de diferentes espécies e
origens geograficas, a caracterizagdo de novas variantes de PLA, pode prover conhecimentos
relevantes para entender suas relagdes estrutura-funcao.

As fosfolipases A, provenientes de venenos botropicos podem ser divididas em dois
grandes grupos: aquelas que apresentam atividade enzimatica, como as PLA, Asp49 e aquelas
desprovidas de atividade catalitica, ou homodlogas Lys49 (Gutiérrez e Lomonte,1995; Ownby et
al.,, 1999; Ponce-Soto et al., 2007). Atualmente, muito pouco se sabe sobre o veneno de B.
roedingeri e seus componentes. Portanto o presente trabalho torna-se referéncia para posteriores
estudos dos componentes presentes no veneno e suas atividades bioldgicas. Estudos desta
natureza podem produzir novos e valiosos instrumentos moleculares ou ainda, modelos
moleculares para novos principios farmacologicamente ativos.

PLA, procedentes do veneno botrdpico tém sido exaustivamente purificadas usando uma
combinacdo de métodos cromatograficos como exclusdo molecular, troca idénica, HPLC de fase
reversa e afinidade usando inibidores naturais, anticorpos e heparina (Gutiérrez ¢ Lomonte, 1997,
Geoghegan et al., 1999; Ownby et al., 1999; Andrido-Escarso et al., 2000; Ponce-Soto et al.,
2006, 2007c, 2009, 2010).
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O objetivo destas combinacdes de métodos ¢ encontrar a técnica mais refinada ou a
melhor combinagdo de técnicas cromatograficas que permitam isolar as PLA, mantendo as
propriedades destas, tais como sua atividade enzimadtica e suas atividades bioldgicas, além de
fornecer material com alto grau de homogeneidade molecular e quantidades razoaveis para a
realiza¢do dos experimentos propostos. Com este objetivo Tsai et al. (2001) trabalhando com a
serpente asiatica Calloselasma rhodostoma mostraram uma combinacdo eficiente entre
cromatografia de exclusdo molecular (Superdex G75 HR 10/30 Pharmacia, Sweden) e fase
reversa (C8 silica gel, Vydac 14 x 250 mm). Bonfim et al. (2006) isolaram uma PLA; homdloga
da mesma serpente. Ponce Soto et al. (2009), com a mesma combinag¢@o de técnicas, isolaram a
BaTX, uma PLA; homologa K49, a partir do veneno de B. alternatus com troca idnica e fase
reversa em C-18.

A PLA, BrTX-I de veneno de B. roedingeri foi purificada usando um procedimento
simples e rapido envolvendo duas etapas cromatograficas, exclusdo molecular em Sephadex G-75
e HPLC de fase reversa (C18). O uso de bicarbonato de amoénia (Sephadex G-75) e acetonitrila
(RP-HPLC) como tampdes t€ém a vantagem de que s@o facilmente eliminados por liofilizagao,
suprimindo a necessidade de tirar o sal (dessalinizar) no caso de uso de acetato como tampao,
como ja foi demonstrado por Ponce Soto et al. (2010).

Os resultados obtidos utilizando-se a cromatografia de exclusdo molecular convencional
mostraram que o veneno de B. roedingeri pode ser resolvido em quatro fracdes (I-IV). As
atividades PLA, e neurotoxica foram encontradas apenas no pico II (bandas entre 14 a 37 kDa).
A cromatografia por hidrofobicidade em HPLC de fase reversa da fracdo Il deu origem a 10
fragdes. No perfil de atividade destas fracdes, a fracdo I1-4 identificada como BrTX-I, mostrou
atividades fosfolipasica e neurotoxica no biomonitoramento.

Estes resultados demonstraram que a combinagio da cromatografia de exclusdo molecular
com HPLC de fase reversa foi eficiente, principalmente a etapa de RP-HPLC que se mostrou
bastante eficiente, proporcionando um grande aumento na atividade fosfolipasica A,. A tabela de
purificagdo demonstra a eficiéncia dos processos cromatograficos utilizados na purificacdo desta
PLA,, com rendimento de 22,5%. Além disso, houve preservacdo da seletividade, da capacidade
de resolugio, do alto grau de homogeneidade molecular e das atividades bioldgicas.

O perfil eletroforético obtido pela SDS-PAGE em gel de poliacrilamida (12,5%), da PLA,
BrTX-I, revelou, em condigdes ndo redutoras uma unica banda proteica de massa molecular

relativa de ~14 kDa e quando reduzida com ditiotreitol (DTT) mostrou também a presenca de
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uma unica banda de massa molecular de ~14 kDa. Esses resultados confirmam que a fragdo
BrTX-I apresenta uma sé cadeia polipeptidica com massa molecular relativa ao redor de ~14
kDa, ¢ esta de acordo com os dados encontrados para outras fosfolipases descritas na literatura
(Gutiérrez e Lomonte,1995; Arni ¢ Ward, 1996 e Gutiérrez et al., 2008).

As atividades fosfolipasicas do veneno de B. roedingeri ¢ da BrTX-I foram analisadas
utilizando-se como substrato o acido 4-nitro-3-(octanoyloxy) benzdico (Holzer e Mackessy,
1996).

As PLA; (E.C.3.1.1.4) provenientes do veneno de serpentes sdo consideradas como PLA,
de baixa massa molecular, extracelulares, e hidrolisam substratos em forma micelar e bicamadas
ou lipidios dispersos. As PLA; exibem um grande aumento de sua atividade catalitica quando
fosfolipidios isolados se agregam para formar micelas (Breithaupt, 1976; Holzer e Mackessy,
1996; Deems e Dennis, 2000).

A atividade fosfolipasica mostrou ser maior para a BrTX-I quando comparada com o
veneno total, sendo a velocidade de reacdo do veneno total de 2,592 + 0,617 nmoles/min/mg e
para a BrTX-I de 16,868 + 0,643 nmoles/min/mg. Esses valores sdo correspondentes aos
encontrados em PLA; com atividade catalitica o que evidencia a presenca do aminoacido
aspartato na posicéo 49 da cadeia polipeptidica podendo ser classificado como uma PLA; como
aquelas descritas para veneno botrdpicos: as isoformas 6-1 e 6-2 de B. jararacussu, (Ponce Soto
et al., 2006), PLA; BmTX-I de B. moojeni (Calgaroto et al., 2008), as isoformas BmjeTX-I e II
de B. marajoensis (Ponce Soto et al., 2010).

A atividade PLA, da BrTX-I foi estudada usando diferentes concentra¢des do substrato
cromogénico 4N30OBA, o qual evidenciou que esta enzima monomérica apresenta
comportamento tipo sigmoidal discreto, principalmente em concentragdes baixas do substrato.
Este comportamento cinético de reagdo ¢ tipico das enzimas alostéricas com multiplos centros
ativos e operando de modo cooperativo. Porém esse mecanismo nao parece ser usado pela BrTX-
I, que ¢ uma enzima monomérica com um Unico sitio ativo. Algumas proteinas como a
glicocinase (enzima monomérica com um unico sitio ativo) possuem uma cinética alostérica no
inicio de sua ligacdo com o substrato (baixa afinidade), e proporciona uma alteracdo da
arquitetura molecular do sitio ativo preparando essa regido para a molécula de substrato seguinte,
expressando agora uma alta afinidade (Cornish-Bowden e Cardenas, 1987).

A ligac8o com o substrato induz mudangas de conformagio, de modo que ao final do ciclo

catalitico a enzima mantém uma alta afinidade pela seguinte molécula de substrato sugerindo que
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essa cooperatividade positiva obedece a um mecanismo mnemdnico (Kamata et al., 2004). Certas
PLA, apresentam uma tendéncia em formar agregados, dimeros, trimeros (Arni ¢ Ward, 1996)
proporcionando um efeito também caracteristico de enzimas alostéricas. Alguns estudos a
respeito de PLA, provenientes de serpentes crotalicas mostram que estas PLA, apresentam esse
comportamento (Beghini et al., 2000; Ponce Soto et al., 2002) o mesmo ocorrendo para as
isoformas de PLA; basicas 6-1 e 6-2 procedente de B. jararacussu (Ponce Soto et al., 2006), as
isoformas BmjeTX-I e II de B. marajoensis (Ponce Soto et al., 2010), BmTX-I de B. moojeni
(Calgaroto et al., 2008), BbTX-III de B. brazilii (Huancahuire-Vega et al., 2009). A BrTX-I
estudada nesse trabalho ndo apresenta esta tendéncia de formar agregados (PAGE-SDS, RP-
HPLC), sendo uma enzima monomérica com tendéncia alostérica sugerindo provavelmente um
mecanismo de cooperatividade mneménica positiva. Além disso, foram determinados os valores
de Km e Vmax a partir do grafico duplo reciproco de Lineweaver-Burk da fracdo BtTX-II. Nas
condicdes testadas o valor da constante Km ¢ 4,88 nmol € Vmax 3,0 nmol/mg/min.

Com relagdo ao estudo cinético a atividade PLA, pode ser verificada frente a diferentes
faixas de pH; o pH 6timo para a PLA; em estudo mostra ser comum com outras PLA;, cujos
valores o6timos se encontram na faixa entre 7 e 8,5 (Kini, 1997; Breithaupt, 1976; Bonfim et al.,
2001, Ponce Soto et al., 2002, 2006, 2010). Assim temos que a BrTX-I pode ser considerada
basica ao evidenciar sua atividade étima ao redor de um pH de 8,0.

Outro parametro cinético utilizado para se caracterizar PLA, (Asp49) ¢ a temperatura.
Tem sido registrado que a PLA, de Naja naja naja ¢ altamente estavel a temperaturas extremas
de até 100 °C (Kini, 1997), assim como a PLA, de C. d. terrificus que mostra uma alta atividade
a temperaturas em torno de 53-57 °C (Breithaupt, 1976); a temperatura 6tima para atividade da
BrTX-I foi em torno de 37 °C, e mesmo a 40-45 °C, esta ainda apresentava moderada atividade
enzimatica. Os resultados de pH e temperatura 6timos corroboram a afirma¢@o de que a BrTX-I
purificada esta entre o grupo das PLA,.

A BrTX-I mostrou ser uma PLA; Ca*" dependente como outras PLA, ja que na auséncia
de Ca®" a mesma perdeu totalmente sua atividade catalitica. A BrTX-I apresentou atividade com
apenas 1 mM de Ca®". Ao adicionarmos fons Zn**, Mn?", Mg2+ e Cd** (10 mM) ocorreu uma
diminuicdo da atividade catalitica. A substituicio de 10 mM Ca’" por 10 mM dos outros cations
reduziu a atividade para niveis similares aos encontrado na auséncia de Ca*". Ponce Soto e
colaboradores (2002) observaram o mesmo para PLA; (F6) do veneno de C. d. collilineatus. O

, 24 4. . .. . . .
fon Ca”" direciona o posicionamento do substrato no sitio ativo da enzima e parece que esse
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arranjo do sitio catalitico apresenta uma estrutura exclusiva para o raio atémico do Ca’" o que
explicaria a diminuicdo da atividade PLA, na presenca de outros ions (Scott et al., 1994).

A presenca de residuos carregados positivamente, tais como Lisina, Histidina e Arginina
tanto nas PLA, quanto nas PLA, homodlogas (K49), estd relacionada com possiveis efeitos
farmacologicos (Gutiérrez ¢ Lomonte, 1995, Kini 2003, Ponce Soto et al., 2006, 2007, 2010). O
teste de atividade inibitoria da crotapotina permitiu verificar que a PLA, BrTX-I encontrou-se
inibida em torno de 60% frente a crotapotina de C. d. ferrificus (Figura 12.F) e com estes
resultados pode-se inferir que haja uma crotapotina-like também nos venenos botrépicos, capaz
de inibir a atividade catalitica das PLA, D49, com isso a baixa atividade catalitica dos venenos
botrdpicos pode ser parcialmente explicada como ja discutido por Bonfim et al., 2001.

A analise da composicdo de aminodcidos da BrTX-I apresentou um importante nivel de
semelhanga estrutural na analise de composi¢do de aminoacidos, com outras PLA, procedentes
do veneno botropico. A analise da composi¢do de aminoacidos mostra a presenca de uma grande
quantidade de aminodcidos tanto de carater basico quanto hidrofébico; a presenga de 14 Cys ¢
indicativo de possuir 7 pontes dissulfeto, as quais estabilizam a estrutura terciaria da proteina, e
sua cadeia polipeptidica ¢ constituida de 120 residuos de aminodcidos. Os estudos obtidos por
espectrometria de massas (ESI-MS) mostraram que a PLA, BrTX-I apresenta uma massa
molecular de 14.358,69 Da, confirmando a massa relativa de ~14 kDa obtida pelo PAGE-SDS,
propria desta familia de proteinas (Arni e Ward 1996). A BrTX-I apresentou uma unica banda
eletroforética em SDS-PAGE, o que demonstrou sua homogeneidade molecular.

Estudos de homologia sequencial tém mostrado que existem determinadas posi¢des
extremamente conservadas nas PLA,. Na posi¢do 1 e 2 predomina a sequéncia de aminoacidos
(SL), na posi¢do 4 (Q), na posi¢do 7 a 10 (KMIL), na posi¢do 25-26 ¢ 28-29 (GC e CQG)
conforme Arni ¢ Ward, 1996. Nas PLA, existem varios residuos conservados que também
possuem um papel fundamental na expressao da atividade PLA,. Assim temos que as sequéncias
de aminoacidos W/YCG-G (27, 28, 29 e 30) sdo essenciais para a formagao da al¢a de ligagdo do
calcio (Arni e Ward, 1996). De acordo com o estudo de homologia sequencial realizado com a
BrTX-I, existem algumas diferencas detectaveis, por exemplo, a substituicdo de (S) por (D) na
posicdao 1; (L) por (K) na posicio 10. Apesar destas mudancas, ndo houve diminui¢do da

atividade catalitica nem farmacologica.
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5.2. Caracterizacao farmacologica ex vivo e in vivo da PLA; BrTX-1
5.2.1 Atividade Neurotoxica

A atividade muscular esquelética ¢ coordenada pelo sistema nervoso central e periférico
somatico. O neurdénio motor do sistema nervoso somatico faz contato com a fibra muscular em
uma regido extremamente especializada do sarcolema denominada placa motora terminal. Esta
sinapse quimica entre o neurnio motor e a fibra muscular € denominada de jungio
neuromuscular (JNM). A figura 24 esquematiza morfologicamente a JNM e descreve os eventos

que ocorrem durante o processo da neurotransmissao.
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Figura 24. Diagrama da jungdo neuromuscular com os principais eventos do processo da
neurotransmiss3o. A chegada de um potencial de agdo promove a despolarizagdo do terminal nervoso (1).
Como consequéncia os canais de calcio voltagem-dependentes se abrem e promovem um influxo de Ca**
para o terminal nervoso (2). As vesiculas sinapticas se fundem com a membrana pré-sinaptica liberando
acetilcolina para a fenda sinaptica (3). A acetilcolina interage com os receptores nicotinicos abrindo o
canal i6nico (4). O influxo predominante de sddio resulta numa despolarizagdo local da placa motora
terminal, que é o potencial de placa terminal (5). A propagacdo eletrotonica do potencial de placa
terminal para a zona perijuncional ativa os canais de sddio e potassio voltagem-dependentes (6). Se o
limiar de excitabilidade da fibra muscular for atingido (inserto na figura), um potencial de acdo ¢
deflagrado, iniciando o processo de contragdo muscular (7). Em repouso, a liberagdo espontanea e
aleatéria de vesiculas isoladas de acetilcolina resulta em uma despolarizagio subliminar da regido da placa
motora terminal, resultando nos potenciais de placa terminal em miniatura (detalhe). ppt, potencial de
placa terminal; pptm, potencial de placa terminal em miniatura; K, ions potéassio (Adaptado de Gallacci e
Cavalcante, 2010).

Neurotoxinas presentes nos venenos ofidicos causam bloqueio da transmissdo na jungéo

neuromuscular, atuando pré-juncionalmente ao bloquearem a exocitose da acetilcolina (ACh)
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pelo terminal nervoso pré-sindptico, ou pds-juncionalmente por bloqueio dos receptores
colinérgicos pds-sinapticos. Estes diferentes mecanismos de acdo podem ser facilmente
diferenciados usando-se a preparagdo ex vivo nervo frénico-diafragma de camundongo, mas eles
também podem ser diferenciados usando-se preparagdo ex vivo biventer cervicis de pintainho
(BCp) (Harvey et al., 1994; Harvey e Robertson, 2004).

Em relagdo aos componentes neurotoxicos dos venenos de viperideas, os mais bem
descritos estdo na subfamilia Crotalinae. Sabe-se que muitas destas neurotoxinas, em condi¢des
naturais, ndo sdo capazes de penetrar na barreira hematoencefalica, mas que em condi¢des de
profundas alteragdes do endotélio podem alcangar o sistema nervoso central (SNC) e originar
quadros patoldgicos até agora pouco descritos (Monterrey, 2001).

No entanto, como regra, os venenos bem como suas toxinas atuam perifericamente na
juncdo neuromuscular. Assim, estudos tém mostrado que espécies botropicas possuem efeito
neurotoxico in vitro, como reportado por Costa et al. (1999) que evidenciou que o veneno de B.
pirajai possui um efeito miotdxico e neurotdxico in vitro, capaz de bloquear a resposta contratil
na preparacdo extensor digitorum longus (EDL) de rato e Gallacci e Cavalcante (2010) que
propuseram um mecanismo de agdo neurotoxica in vitro para as PLA, homologas Lys49. Cogo
et al. (1998), demonstraram que o veneno de B. insularis também possui um efeito neurotdxico in
vitro na prepara¢do musculo biventer cervicis de pintainho em concentragdes que ndo afetam as
respostas contraturantes a ACh e ao KCl e nem mesmo interfere sobre a liberagdo de CK.
Posteriormente, Aratjo et al. (2002) também observaram que tanto o veneno como uma fra¢ao
caseinolitica de B. lanceolatus possuem um efeito neurotoxico in vitro sobre a preparagio
musculo biventer cervicis de pintainho, assim como os estudos eletrofisiolégicos mostraram que
o veneno total é capaz de aumentar ligeiramente a amplitude e frequéncia dos potencias de placa
em miniatura (PPM).

Os resultados descritos neste trabalho mostram claramente que o veneno de B. roedingeri
contém substancia(s) que exibe(m) atividade neurotoxica em preparacio ex vivo biventer cervicis
de pintainho. A caracterizacdo da atividade neurotdxica ex vivo feita a partir do veneno total de B.
roedingeri, ¢ da enzima purificada PLA, BrTX-I no modelo biventer cervicis de pintainho,
demonstrou que o veneno de B. roedingeri foi capaz de levar a diminui¢do da resposta contratil
em 50% no modelo ex vivo biventer cervicis de pintainho, em um tempo menor que o0s outros

venenos avaliados em testes preliminares, demonstrando assim uma maior poténcia no bloqueio
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da transmissao na jun¢do neuromuscular quando comparada aos venenos de outras serpentes do
género Bothrops.

Tabela 5: Tempo necessario para o bloqueio de 50% da amplitude da contracdo muscular por diferentes
venenos botrdpicos (preparagdo biventer cervicis de pintainho).

Serpente Concentragdo | Tempo (min) para 50% de
do veneno bloqueio das contragdes
B. roedingeri 50ug/mL 22,60 £0,61
B. insularis** 80ug/mL 44,0
B. neuwiedi* 50ug/mL 45,0
B.n. pauloensis*** 50ug/mL 40,0+ 12
B. erythromelas* 50ug/mL 87,0
B. moojeni* 50ug/mL 95,0
B. jararaca* 50ug/mL 107,3
B. jararacussu® 50pug/mL >120,0

*Rodrigues-Simioni et al., 2004. **Cogo et al., 1993. ***Durigon et al., 2005.

A maior atividade neurotoxica ex vivo da BrTX-I, sobre a juncdo neuromuscular na
preparagio biventer cervicis de pintainho, esta provavelmente relacionada com a maior afinidade
entre o sitio farmacoldgico especifico desta PLA, e o sitio-alvo da membrana plasmatica do
terminal nervoso do motoneurdnio, bloqueando de maneira mais eficaz a exocitose do
neurotransmissor ACh na fenda sinaptica. De acordo com Kini e Evans (1989), diferentes PLA,
de venenos, apesar de administradas pela mesma via, podem induzir diferentes efeitos
farmacologicos ou diferentes graus de atividade farmacologica.

Os resultados mostraram que o bloqueio obtido com 50 pg/mL da toxina ndo foi
acompanhado pela inibi¢fo significativa das respostas contraturais a acetilcolina (ACh) ainda que
em doses cumulativas e nem as doses menores de potassio (KCl). Isto significa que o veneno e a
fracdo exibiram efeito neurotoxico preponderantemente pré-sindptico na preparagao.
Neurotoxinas ativas pré-sinapticamente sdo capazes de abolir a resposta contratil sem afetar a
resposta aos agonistas colinérgicos (Lewis e Gutmann, 2004).

Um provavel mecanismo para a a¢do neurotoxica pré-sinaptica das PLA; cataliticamente
ativas foi proposto por Montecucco e Rosseto em 2000 (figura 25), onde de acordo com os
autores, as moléculas de PLA, neurotdxicas de venenos ofidicos penetram no Iimen das
vesiculas sinapticas do terminal nervoso na JNM, no momento da exocitose da acetilcolina para a
fenda sinaptica. Apos a liberagdo do neurotransmissor, a vesicula se interioriza no terminal

nervoso por endocitose e as PLA; no seu interior hidrolisam os fosfolipidios do folheto interno da
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membrana das vesiculas gerando &cidos graxos e lisofosfolipideos. As vesiculas sinapticas
utilizam bombas de prétons para gerar um gradiente de pH transmembrana que possibilite a
recaptacdo da acetilcolina e reabastecimento das vesiculas. Este gradiente de pH direciona a
translocacdo dos acidos graxos para a monocamada citosolica (folheto externo), permanecendo os
lisofosfolipideos na camada luminal (folheto interno).

Assim as atividades da bomba de prétons e da PLA, combinadas criam uma distribuigéo
assimétrica dos acidos graxos e lisofosfolipideos. Os acidos graxos insaturados na monocamada
lipidica contactante e os lisofosfolipideos na monocamada distal promovem a fusdo da membrana
(Chernomordik et al., 1995,1997). Desta forma, tais vesiculas se tornam altamente fusogénicas e
liberam o neurotransmissor apos a fusdo com a membrana pré-sindptica em qualquer ponto,
mesmo onde ndo ocorre normalmente a exocitose da ACh no terminal nervoso, mas ndo podem
ser restauradas devido a alta concentracdo de dcidos graxos e lisofosfolipideos, os quais impedem
o fechamento do limen das vesiculas, levando ao bloqueio da neurotransmissao.

A facilitagdo da neurotransmissdo, evidenciada experimentalmente pelo aumento das
respostas contrateis (bifasica), € uma caracteristica comumente encontrada em venenos ou
neurotoxinas com acdo pré-sinapticas, como a crotoxina (Hawgood e Smith, 1989), a notexina
(Su e Chang, 1984) e a PLA, de B. insularis (Cogo et al., 1993). A facilitagdo indica um aumento
transitorio da liberacdo do neurotransmissor acetilcolina pelo terminal nervoso pré-sinaptico
antes do inicio do bloqueio, fato ndo observado utilizando-se o veneno total ou a PLA; BrTX-I
nas doses farmacologicamente efetivas.

Por esta razdo podemos inferir que estas diferentes toxinas PLA, devem atuar em sitios-
alvos pré-sinapticos diferentes na jungdo neuromuscular, de acordo com Kini e Evans (1989a).
De acordo com este modelo, provavelmente ha mais de um sitio-alvo no lado pré-sinaptico da
JNM e cada tipo de neurotoxina pré-sinaptica se liga especificamente a um alvo particular,
apresentando comportamentos diferentes quanto as caracteristicas do bloqueio. Se isto for
verdade, pode-se esperar potenciacdo mutua entre toxinas, o que ja foi observado anteriormente

por Chang e Su (1980).
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Figura 25. Reciclagem das vesiculas sinapticas no terminal nervoso e possivel modo de agdo de
neurotoxinas ofidicas pré-sindpticas PLA,. Os passos indicados s@o na figura inicializagdo (priming) pelo
ATP (1) e fusdo (2) da vesicula com a membrana pré-sinaptica que apds exocitose se interioriza por
endocitose no terminal nervoso (3). A PLA, hidrolisa os fosfolipidios do folheto interno da membrana,
gerando 4cidos graxos e lisofosfolipideos. Apods o descarte das proteinas que mediaram a endocitose (4), a
operagdo da bomba de protons-ATPase (5) causa protonagdo e translocacdo dos acidos graxos para a
camada citosolica, deixando os lisofosfolipideos no lado luminal. As vesiculas apds exocitose ndo podem
ser restauradas devido a alta concentracdo de acidos graxos e lisofosfolipideos, os quais impedem o
fechamento canal luminal das vesiculas, levando ao bloqueio da neurotransmissdo (NT), FA, acido graxo
(tridngulo); LysoPL, lisofosfolipidio (cone invertido/circulo); ATP, trifosfato de adenosina; ADP,
difosfato de adenosina; Pi, fosfato inorganico; H', préton do hidrogénio. (Adaptado de Montecucco e
Rossetto, 2000).

Além da agdo pré-sindptica principal, a maioria destas toxinas atua, também, em doses
geralmente maiores, na membrana das fibras musculares, onde podem provocar diminui¢do ou
perda da excitabilidade e mionecrose (Gopalakrishnakone e Hawgood, 1984).

Estas observagdes sugerem que nas concentragdes estudadas, o veneno total de B.

roedingeri ¢ a BrTX-I ndo tiveram efeito inibitdrio nos receptores pds-sinapticos colinérgicos e
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nem causaram dano muscular que impedisse totalmente a contratura em resposta ao KCl, apenas
reduzindo a amplitude da contratura em doses mais elevadas, mantendo assim preservadas as
respostas pos-sinapticas da juncdo neuromuscular, indicando que o bloqueio envolve
principalmente uma neurotoxicidade pré-sinaptica.

Desde o final dos anos 80, novas abordagens tedricas tém sido utilizadas para localizar os
sitios farmacolodgicos especificos nas enzimas PLA; de venenos ofidicos (Kini e Evans, 1989). A
neurotoxicidade pré-sindptica parece estar associada com a regido hidrofébica entre os residuos
80 e 110 (Kini e Iwanaga, 1986a). As PLA, nfo neurotoxicas ndo possuem esta regido
hidrofébica na molécula (Kini e Iwanaga, 1986a). O sitio para a neurotoxicidade pré-sinaptica da
molécula também foi previsto pela comparagio direta das sequéncias de aminoacidos por Dufton
e Hider (1983), por hidrofilicidade do sitio da interface de reconhecimento (Dufton et al., 1983),
e pela distribuicdo de residuos carregados, hidrofobicidade e momentos dipolo das hélices (Tsai
etal., 1987).

Nossos estudos de andlise estrutural demonstraram que a PLA,; BrTX-I apresentou na
regido entre os residuos 80 a 110, a sequéncia de aminoacidos EDLPC-------
KAAAVCFYENLGTYNKK--, com predominancia de aminoacidos hidrofébicos e polares sem
carga, conforme previsto por Kini e Iwanaga, em 1986 e Dufton e Hider em 1983, para os sitios
farmacologicos neurotdxicos pré-sinapticos das PLA,.

Estudos de densidade de distribui¢do de cargas indicam um padrdo especifico de
distribuicdo de cations no lado amino terminal da hélice E hidrofobica, apenas em PLA,
miotdxicas (Kini e Iwanaga, 1986). Este sitio catidnico miotdxico distinto é ausente em PLA; ndo
miotoxicas. Todos os sitios previstos estdo localizados na superficie da molécula de PLA; e
podem interagir facilmente com os sitios-alvo nas células (Kini ¢ Evans, 1987; Kini e Iwanaga,
1986a, 1986b). Todas estas previsdes indicam a presenca de sitios especificos associados com
uma atividade farmacoldgica particular e a auséncia de tais sitios resulta na auséncia destes

efeitos farmacologicos.

5.2.2 Atividade Miotéxica

No estudo da relagdo estrutura-fungdo das PLA;, ¢ importante analisar também os efeitos
farmacologicos in vivo ¢ em outras espécies. Nossos estudos das atividades miotoxica e pro-
inflamatdria da BrTX-I, foram realizados in vivo utilizando-se camundongos, através dos ensaios

de atividade edematogénica, de dosagem plasmatica dos mediadores inflamatorios IL-1, IL-6 ¢

61



TNF-a e da enzima muscular creatina-quinase (CK), nos permitindo analisar melhor os efeitos
pro-inflamatorios exibidos pela PLA, BrTX-I presente no veneno de B. roedingeri.

Segundo o proposto por Gutiérrez e Ownby (2003), as PLA, sdo os componentes
miotdxicos mais importantes nos venenos de serpentes, induzindo eventos de degeneragdo
muscular. Miotoxinas de serpentes, normalmente sdo proteinas pequenas e/ou peptideos, e
geralmente podem ser definidas como componentes naturais de secrecdes de glandula de veneno
que induzem lesdo no local da mordida, o que pode causar permanentes danos no tecido
muscular, inaptiddo e amputagdo de membros afetados (Rosenfeld, 1971). Desta forma, um
crescente interesse em componentes do veneno responsaveis pela mionecrose e seu modo de agio
tem ocorrido durante as ultimas décadas (Gutiérrez e Ownby, 2003).

As PLA, miotéxicas ligam-se aos aceptores da membrana plasmatica, que podem ser
glicoproteinas ou proteinas (Kini e¢ Evans, 1989), apresentando assim diferentes graus de
afinidade pelas PLA;. A partir dessa ligacdo, as PLA, miotdxicas produzem uma destrui¢cdo 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 a ativagdo de PLA, citosdlicas e mitocondriais
Ca2+dependentes (Gutiérrez e Ownby 2003).

Os estudos de miotoxicidade do veneno total e da PLA, BrTX-I de B. roedingeri,
evidenciaram um efeito miotoxico local in vivo, devido ao aumento dos niveis plasmaticos de
creatina quinase (CK), apenas quando administrados via intramuscular (IM) em camundongo,
revelando deste modo um dano muscular localizado de forma dose-dependente o qual alcangou o
maximo lh apods a administragdo da PLA, BrTX-L.

As miotoxinas PLA, do veneno botrdpico caracterizam-se por induzir dano muscular
localizado, de agdo rdpida, sendo que pouca miotoxicidade adicional ocorre apds esse dano
inicial. Provavelmente esta PLA; BrTX-I, ndo tenha especificidade e se una as células musculares
e ndo musculares no lugar da injecdo. Esta ideia concorda com a hipdtese de acdo diferenciada
para miotoxinas que agem local ou sistemicamente, proposta por Gutiérrez ¢ Ownby, (2003) ¢ a
hipotese geral proposta por Kini e Evans (1989), onde se explica a especificidade farmacologica
das PLA, de venenos. Estas PLA; miotoxicas locais unem-se predominantemente a diferentes
tipos celulares, além de fibras musculares ¢ chegam a ser rapidamente sequestradas apds a
injecdo. Por outro lado, as PLA, miotdxicas sistémicas como as PLA, F6 ¢ F6a de C. d.

collilineatus (Gutiérrez et al., 2008) possuem alta seletividade para fibras musculares esqueléticas
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e ndo se unem as outras células. Esta especificidade permite as miotoxinas sistémicas difundirem
além do sitio de injegdo alcangando a corrente sanguinea e células musculares distantes, causando

rabdomiolise.

5.2.3 Atividade Inflamatoéria

Inflamacdo uma das principais caracteristicas dos acidentes ofidicos com serpentes do
género Bothrops no Brasil (FUNASA, 2001). A inflamac¢do pode ser definida como um
complexo de alteracdes teciduais em decorréncia de uma lesdo, onde diversas substancias sdo
liberadas pelos tecidos danificados, como histamina, bradicinina, serotonina, prostaglandinas,
produtos do sistema complemento, produtos do sistema de coagulagdo e linfocinas, causando
grandes alteracdes secunddrias nos tecidos ndo lesionados ao redor. Caracteriza-se por
vasodilatacdo local, aumento da permeabilidade das vénulas pos-capilares com extravasamento
de plasma para o tecido, coagulagdo do plasma devido ao fibrinogénio e outras proteinas
plasmaticas, migragdo de granuldcitos e mondcitos para os tecidos, dilatagao das células teciduais
(Guyton, 2006).

Os coagulos de fibrinogénio bloqueiam os espagos teciduais e vasos linfaticos da area
inflamada causando um “emparedamento” que retarda a disseminagdo de bactérias e toxinas. A
intensidade do processo inflamatério é proporcional ao grau de lesdo tecidual. Inicialmente
macréfagos teciduais sdo ativados e mobilizados pelos mediadores inflamatorios. A seguir
neutréfilos em grande nimero vindos do sangue invadem a area inflamada sob a influéncia de
agentes quimiotaticos como os leucotrienos (Garcia-Leme et al., 1973; Ryan e Majno, 1977;
Granger e Kubes, 1994). Durante a fase aguda da inflamacdo, os neutrofilos sdo as primeiras
células que migram para os tecidos lesados (Teixeira et al., 2003).

A aderéncia envolve uma interagdo fraca entre as moléculas de adesdo presentes nas
células endoteliais (selectinas) com seus ligantes presentes nos neutrofilos e as integrinas dos
neutr6filos com seus ligantes nas células endoteliais. O fluxo sanguineo quebra as fracas ligagdes,
que voltam a se formar mais adiante ocasionando o rolamento da célula. Este rolamento estimula
a liberacdo de quimiocinas tanto pelos leucdcitos como pelas células endoteliais, aumentando
assim a afinidade das integrinas presentes na membrana celular do neutréfilo pelos ligantes das
células do endotélio (TNF-a e IL-1 aumentam a expressdo de ligantes pelo endotélio, segundo
Stylianou e Saklatvala (1998), até sua adesio estavel e transmigragio pela parede do endotélio até

o tecido lesionado (Garcia-Leme et al., 1973; Granger e Kubes, 1994). Todos os passos na
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cascata de recrutamento s3o regulados pelas moléculas de adesdo celular ou CAM, em inglés
(cell-adhesion molecules), tanto nos neutréfilos quanto nas células endoteliais (Teixeira et al.,
2009). A sequéncia de expressdo e fungdo das CAMs ¢ regulada por uma série de mediadores
inflamatorios (Hubbard e Rothlein, 2000; Kaplanski et al., 2003).

Sdo principalmente os neutrofilos e os macrofagos teciduais do sistema reticulo-endotelial
que atacam e destroem os agentes invasores e toxicos. Os macréfagos teciduais comecam sua
vida como mondcitos (imaturos) no sangue ¢ amadurecem nos tecidos, enquanto os neutrofilos
(maduros) podem atuar nos tecidos e no sangue. Agentes quimiotaticos como os leucotrienos
atraem os neutrofilos para o tecido inflamado. (Guyton, 2006).

O reconhecimento, pelos macrofagos teciduais, de padrdes moleculares associados ao
patogeno (PAMP) no microrganismo (por exemplo, toxina) desencadeia a liberagdo de citocinas
pro-inflamatorias dos macrofagos: a interleucina-1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral a. (TNF-
o). Essas citocinas atuam sobre as células endoteliais das vénulas pos-capilares, causando a
expressao dos fatores de adesdo aos quais aderem os neutrofilos.

Um importante mediador relacionado ao aumento da permeabilidade da microvasculatura
¢ a histamina. A histamina ¢ sintetizada em quase todos os tecidos de mamiferos a partir da
histidina, pela acdo da enzima L-histidina descarboxilase presente nestas células e principalmente
pelos mastocitos, células do tecido conjuntivo que produzem heparina e histamina sendo os locais
predominantes de armazenamento da histamina nos tecidos (Goodman & Gilman, 2005). A
histamina ¢ armazenada em granulos e liberada por exocitose durante as reagdes inflamatérias ou
alérgicas.

Os estimulos incluem a interagdo de certos anticorpos e dos componentes do
complemento C3a e C5a com receptores especificos na membrana do mastdcito. A histamina
atua nos receptores H; das células endoteliais das vénulas pos-capilares, promovendo sua
contragdo e separacdo nos seus limites, expondo a membrana basal que é permeavel a proteina e
ao liquido do plasma, e também aos neutrdfilos recrutados (Goodman e Gilman, 2005).

O exsudato plasmatico, que leva ao edema, contém uma variedade de mediadores, que
influenciam as células na vizinhanga e nos proprios vasos sanguineos. Esses mediadores incluem
os componentes de quatro cascatas enzimaticas proteoliticas: o sistema do complemento, o
sistema da coagulacdo, o sistema fibrinolitico e o sistema das cininas (Rang e Dale, 2007).

A lesdo tecidual também induz a formagao dos eicosandides (figura 26). Os eicosandides
estdo implicados no controle de muitos processos fisioldgicos, incluindo-se entre os mediadores e
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moduladores mais importantes da reagdo inflamatéria. A principal fonte dos eicosanodides ¢ o
acido araquidodnico (acido 5, 8, 11, 14-eicosatetraendico), um acido graxo insaturado de 20
carbonos contendo quatro duplas ligagdes. O acido araquidonico € encontrado esterificado nos
fosfolipidios. Os principais eicosandides sdo as prostaglandinas, os tromboxanos e os
leucotrienos (Goodman e Gilman, 2005).

A fosfolipase A, (PLA>) citosolica ou secretoria, como no caso dos venenos botrdpicos,
hidrolisa a ligagdo éster sn-2 dos fosfolipidios de membrana (particularmente a fosfatidilcolina e
a fosfatidiletanolamina) com libera¢do do araquidonato e lisoglicerol- fosforilcolina, precursora
do fator de ativagdo plaquetaria (PAF) que exerce os efeitos de vasodilatacdo, aumento da
permeabilidade vascular e quimiotaxia. A etapa inicial, na producdo dos eicosandides consiste,
portanto, na liberacdo do araquidonato pela fosfolipase A,. Parte do araquidonato, uma vez
liberado, ¢ metabolizada em produtos oxigenados por sistemas enzimdticos como as
ciclooxigenases (COX) e as lipooxigenases (LOX). Os produtos derivados da via da COX sao a
PGE, , a PGI, , PGD, , a PGF; e o tromboxano A, (TXA,), que constituem os prostanoides
(Goodman ¢ Gilman, 2005).

A resposta inflamatoria ¢ sempre acompanhada de liberagdo de prostanoides, cujo produto
predominante é a PGE,, embora a PGI, também possa ser encontrada. Nas areas de inflamagao
aguda, a PGE, e a PGI, sao produzidas pelos tecidos ¢ vasos sanguineos locais, enquanto os
mastocitos liberam PGD,. A PGE,, a PGI; e a PGD; s2o poderosos vasodilatadores intrinsecos e
atuam de modo sinérgico com outros vasodilatadores inflamatorios, como a histamina e a
bradicinina. E essa a¢fo dilatadora combinada sobre as arteriolas pré-capilares que contribui para
o eritema e aumento do fluxo sanguineo observados nas areas de inflamacdo aguda. Esses
prostandides ndo aumentam diretamente a permeabilidade das vénulas pos-capilares, porém
potencializam esse efeito da histamina e da bradicinina, contribuindo para a formacdo do edema,
um dos efeitos farmacoldgicos estudados produzidos pela PLA; BrTX-I. O tromboxano A,
(TXA;), produto da cascata do acido araquidonico iniciada pela agdo da PLA, sobre os
fosfolipidios de membrana, é responsavel pela agregacio plaquetaria.

Os leucotrienos sdo produtos da via das lipooxigenases (LOX). Os leucotrienos Ca, D4, E4
(LTC4, LTD4, LTE4) aumentam a permeabilidade capilar e o leucotrieno B4 (LTBs) é um
poderoso agente quimiotdtico tanto para os neutrofilos quanto para os macrdfagos. Nos
neutrofilos, induz também a supra-regulagcdo das moléculas de adesdo da membrana e aumenta a

produ¢do de produtos toxicos do oxigénio, bem como a liberacdo de enzimas granulares. Nos
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macréfagos e nos linfdcitos, estimula a proliferacdo e a liberacdo de citocinas. Desta forma fica

clara a importancia da PLA; na génese dos eventos inflamatorios.
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Figura 26. Cascata do acido araquidonico e producdo dos eicosandides. PAF, fator de ativagdo
plaquetaria; PG, prostaglandina; PGI, prostaciclina; TX, tromboxano; LT, leucotrieno; HETE, acido
hidroxieicosatetraenoico; HPETE, 4cido hidroperoxieicosatetraenodico. (Adaptado de Rang e Dale, 2007).

O veneno de serpentes da familia Viperidae contém PLA, do grupo II as quais compartilham
semelhangas estruturais com as PLA, secretérias do grupo II-A presentes em exudatos
inflamatdrios de mamiferos (Kaiser et al., 1990; Kini, 1997). Varias PLA, de veneno tém
demonstrado capacidade de indu¢do de edema in vivo (Vishwanath et al., 1987; Lomonte et al.,
1992). Embora os mecanismos de ag¢do destas PLA; nos eventos inflamatdrios ainda sejam pouco
conhecidos, sabe-se que a liberagdo do araquidonato pode também causar aumento dos niveis de
tromboxanos, prostaglandinas e leucotrienos, os quais por sua vez, levam aos efeitos
farmacologicos (Rosemberg, 1986).

Segundo Soares et al. (2000b), fosfolipases A, presentes em venenos ofidicos exercem

grande variedade de efeitos farmacoldgicos, entre eles, uma importante atividade edematogénica.
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Estas substancias podem induzir edema por dois mecanismos distintos: através da liberacdo do
acido araquidonico em consequéncia da degradacdo enzimatica da membrana fosfolipidica,
atuando diretamente sobre os fosfolipidios de membrana ou indiretamente sobre glicoproteinas da
membrana, ativando PLA, citosdlicas calcio-dependentes, aumentando a biossintese de
eicosanodides e diretamente, afetando a microvasculatura, levando a exsudagio do plasma.

Estudos utilizando diferentes venenos ofidicos demonstram que o inicio do edema ¢ o
tempo necessario para que este alcance indices maximos variam consideravelmente (Selistre et
al., 1996). Este fato poderia ser explicado por variagdes na composicdo e origem dos venenos,
bem como por diferengas nas espécies de animais empregadas. Araujo et al. (2002) descreveram
que o veneno de B. lanceolatus, quando inoculado na regido intraplantar de camundongos,
produz respostas edematizantes maximas somente 2 horas apos a inje¢do, desaparecendo em 24
horas.

Estudos prévios relatam a infiltracdo celular de leucdcitos polimorfonucleares e
mononucleares apos administracdo de fosfolipases A, miotdxicas de venenos de B. asper
(Lomonte et al., 1992), B. nummifer (Gutiérrez et al., 1986a) e B. jararacussu (Gutiérrez et al.,
1991) em musculo esquelético de camundongo e apds administragao intrapleural de miotoxinas
similares, obtidas dos venenos de B. jararacussu e B. pirajai (de Castro et al., 2000).

A andlise da inflamagdo eliciada pela PLA; BrTX-I do veneno de B. roedingeri em
camundongo, executada no presente estudo, possibilitou uma avaliagio do aumento da
permeabilidade microvascular, através do edema de pata e da producdo de mediadores
inflamatdrios (citocinas).

O efeito edematogénico foi observado quando a PLA, BrTX-I foi inoculada na regido
intraplantar de patas de camundongos. O aumento da permeabilidade vascular detectado apds a
injecdo das diferentes doses da BrTX-I, se desenvolveu rapidamente e com intensidades
semelhantes, indicando que o extravasamento do plasma observado é primeiramente devido a
formacdo de “gaps” no endotélio dos vasos da microcirculagdo. O edema de pata induzido
ocorreu com intensidade similar nas doses testadas e atingiu indices maximos 2 horas apds a
injecdo e indices estatisticamente insignificantes apos 24 horas.

Tais fendmenos foram também observados com os venenos de B. insularis (Barbosa et al.,
2003) e B. jararacussu (Ketelhut et al., 2003). O Fator de necrose tumoral TNF-a provavelmente
esta envolvido no processo de inflamagao induzido pela BrTX-I, uma vez que a PLA, BrTX-I

causou um significante aumento dos niveis plasmaticos de TNF-a. O TNF-a induz a expressao da
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L-selectina e CD18, ativacdo da C5a ¢ PECAM-1/ICAM-1 (moléculas de adesdo intercelular) e

desencadeou a liberagao de citocinas tais como IL-1 e IL-6.
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Figura 27. Representacdo esquematica parcial da agdo inflamatoria do veneno botropico, da fosfolipase
A, e da metaloproteinase, isoladas deste veneno. Apds uma lesdo tecidual, diversos mediadores sdo
produzidos na circulacdo ou proximos a lesdo pelas células endoteliais e residentes, principalmente
mastdcitos, macrofagos do tecido e células dendriticas. Neutrofilos circulantes migram para o local da
les@o sob a influéncia de agentes quimiotaticos e transmigram para o tecido (diapedese). Todos os passos
na cascata de recrutamento celular sio regulados pelas moléculas de adesdo celular. COX,,
ciclooxigenase2; PGs, Prostaglandinas; TXA,, tromboxano A,; LTB,, Leucotrieno B,; H,, receptor de
histamina; IL-6, Interleucina 6; IL-1, Interleucina 1; TNF-a, Fator de necrose tumoral a. (Adaptado de
Teixeira et al., 2009). Detalhe: Modos de agdo da PLA, sobre a membrana.

Nossos resultados demonstraram que a BrTX-I induziu o aumento das IL-1 e IL-6 e do
TNF-a no plasma, que de acordo com estudo de Stylianou e Saklatvala (1998), induzem a
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expressdo de moléculas de adesdo pelas células endoteliais. A BrTX-I também estimulou da
producdo de edema, podendo este ser originado da agdo da BrTX-I sobre a microvasculatura e/ou
membranas celulares, liberando mediadores eicosandides como as prostaglandinas e os
leucotrienos que sdo vasodilatadores, aumentam a permeabilidade vascular e sdo potentes agentes
quimiotaticos para leucdcitos polimorfonucleares (Teixeira et al., 2009).

Estes resultados estdo de acordo com os obtidos com os venenos de B. asper (Lomonte et
al., 1992, Teixeira et al., 2009), B. nummifer (Gutiérrez et al., 1986a) e B. jararacussu (Gutiérrez
et al., 1991) em musculo esquelético de camundongo e apos administragdo intrapleural de
miotoxinas similares, obtidas dos venenos de B. jararacussu e B. pirajai (de Castro et al., 2000).
Deste modo, nossos resultados sugerem que o TNF-a atuou na expressdo de CD18 e liberacdo de
outras citocinas apds a administracdo da BrTX-I, sendo assim relevante para o influxo de
neutrdfilos e aumento da permeabilidade vascular no edema de pata. Outras citocinas avaliadas,
tais como IL-1e IL-6 também sdo mediadores relevantes para a formagdo do edema e migragdo
leucocitaria e participam em diversas condi¢des inflamatdrias. A identificacdo de mediadores
envolvidos na transicdo da inflamag@o induzida pelo veneno botropico para a resolugdo ¢ uma
das principais questdes a serem esclarecidas no futuro.

O estudo de toxinas isoladas tem sido uma abordagem inestimavel para analisar
minuciosamente os complexos eventos que levam ao desenvolvimento da inflamagdo induzida
pelo veneno total. Fosfolipases A, purificadas a partir de veneno de serpentes podem ser
largamente utilizadas como modelos bioldgicos para compreensdo das respostas desencadeadas
pela lesdo tecidual e cascatas inflamatdria e imunoldgica, visto que a resolug@o da inflamagdo e a
fase de reparos envolvem o decaimento de mediadores pro-inflamatorios € o aumento de
mediadores anti-inflamatorios (Serhan e Savill, 2005), mecanismos estes que requerem mais
estudos para sua melhor compreensao.

Este trabalho descreveu a purificagio e caracterizacdo bioquimica e farmacologica de uma
fosfolipase A, com atividades miotdxica, pro-inflamatdria € uma potente atividade neurotoxica ex
vivo pré-sinaptica irreversivel, ainda ndo descrita na literatura para o veneno estudado. Estes
achados indicam uma modificagdo estrutural desta proteina na regido dos residuos de
aminoacidos 80 a 110, (sitio neurotdxico pré-sinaptico), apresentando uma atividade neurotoxica
pré-sinaptica diferenciada de outras PLA, com o mesmo tipo de atividade, mas por mecanismos
diferentes, uma vez que ndo exibe facilitagdo antes do bloqueio como a PLA, de B. asper

(Montecucco e Rosseto, 2000), a crotoxina (Hawgood e Smith, 1989), a notexina (Su e Chang,
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1984) e a PLA, de B. insularis (Cogo et al., 1998), mas ainda apresentando regides altamente
conservadas, confirmada pela presenga da alga de ligacdo ao calcio e do aminoacido aspartato na
posicdo 49 da cadeia polipeptidica, com importante participacdo na estrutura tridimensional,
responsavel pela hidrdlise de fosfolipidios e portanto, das a¢des farmacolodgicas exibidas, tais
como atividade inflamatodria, miotoxica e neurotoxica. Apesar da atividade catalitica da PLA,
contribuir para os efeitos farmacoldgicos, ela ndo ¢ um pré-requisito (Landucci et al., 1998;
Andrido-Escarso et al., 2000). Desta forma, estudos posteriores serdo necessarios para identificar

as determinantes estruturais envolvidas nestas atividades farmacologicas.

Perspectivas futuras

As PLA; presentes no veneno das serpentes s3o enzimas pequenas responsaveis por uma
série de efeitos farmacologicos que alteram os processos fisioldgicos normais da presa. Essas
moléculas sdo um desafio aos quimicos de proteinas, a fim de poder estabelecer as mais dificeis
relagdes de estrutura-fungdo. Uma discussdo mais ampla contribuira para a melhor compreensio
das interagdes entre proteinas, para o desenvolvimento de novos carreadores moleculares
altamente especificos. Estes estudos auxiliardo a estabelecer os mecanismos de agdo dos efeitos
farmacologicos nos niveis celular e molecular. No futuro os estudos nestas areas podem produzir
novas hipoteses, conforme as novas tecnologias sejam incorporadas a pesquisa, aumentando o
conhecimento sobre a relacdo estrutura-funcdo das biomoléculas e como utiliza-las na

instrumentacgdo da pesquisa e modelos para novas praticas médico-cientificas.
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6.  CONCLUSOES
De acordo com nossos resultados, concluimos que:

6.1 A metodologia utilizada no processo de purificagio da BrTX-I a partir do veneno B.
roedingeri, uma combinagdo de duas etapas cromatograficas distintas, demonstrou ser rapida e
eficiente conservando as suas atividades bioldgicas, com um alto grau de pureza e homogeneidade

molecular.

6.2 A andlise da composicdo de aminoacidos mostrou que se trata de uma proteina de carater
basico. A determinagdo estrutural evidenciou um alto grau de homologia com outras PLA, de

venenos procedentes de serpentes da familia Viperidae.

6.3 A BrTX-I apresentou atividade enzimatica maxima entre 35 e 40°C e pH 8,0. Na presenca
do substrato 4N30OBA, a PLA; mostrou um comportamento alostérico em baixas concentragdes
do substrato, evidenciando um mecanismo de cooperacdo mnemoénica. A BrTX-I mostrou ser
uma PLA; dependente do calcio, tendo sua atividade diminuida na presenga de outros cations

bivalentes.

6.4  Tanto o veneno total de B. roedingeri quanto a PLA, BrTX-I, apresentaram uma agio
neurotoxica ex vivo, dose-dependente, na preparagdo biventer cervicis de pintainho. Além disso,
foi mostrado que tanto o veneno quanto a PLA; possuem uma ac¢do neurotoxica especifica e
irreversivel em sitios pré-sinapticos, com mecanismo de acdo diferente de outras PLA,
neurotoxicas descritas na literatura, uma vez que ndo induz a uma facilitagdo das contragdes

musculares antes do bloqueio.

6.5 O aumento da concentragdo de creatina quinase (CK) no plasma de camundongos (in
vivo), que ocorreu apos a administragio da BrTX-I pela via intramuscular e nio pela via
intravenosa, demonstrou o efeito miotoxico local inespecifico, dose-dependente e de duragdo

transitoria.

6.6  No teste da atividade edematogénica a porcentagem de edema atingiu niveis bastante

expressivos com inje¢do da PLA; nas diferentes concentragdes testadas. A PLA, BrTX-I causou
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um aumento significativo nas concentragdes de TNF-a, de IL-1 e IL-6 entre 1le 12 horas, tendo o
TNF-a atingido o pico em 1 hora, a IL-1 em 6 horas e a IL-6 em 3 horas, mostrando a
participagdo da BrTX-I nos eventos inflamatdrios causados pelo veneno da serpente B.

roedingeri, fendmeno observado com as PLA, dos venenos botrdpicos em geral.

6.7  Como produto desta tese foi elaborado o artigo intitulado “Biochemical characterization
and pharmacological properties of new basic PLA, Br TX-I isolated from Bothrops roedingeri
snake venom (Roedinger's Lancehead) Mertens 1942 aceito pelo Journal of Biomedicine and
Biotechnology para publicacdo na edigfo especial “Understanding the Molecular Mechanism and
Structure-Function Relationship of the Toxicity of PLA, and K49 Homologs in Snake Venom”

em janeiro de 2013.
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