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RESUMO

Através de metodologias otimizadas de purificacdo em HPLC, foram purificadas novas toxinas
a partir do veneno total de Crotalus durissus collilineatus (V-1), Bothrops jararacussus PLA; D49 Bj-
V (isoforma de Bj-IV) obtida da fracdo BthTX-II e Bothrops alternatus PLA2 K49 Bt II-2; com um
alto grau de pureza e homogeneidade molecular, sem perda da atividade bioldgica.

A nova neurotoxina V-1 de Crotalus durissus collilineatus caracterizada fisico-quimicamente
como desprovida de atividade catalitica, dcida e com uma massa molecular de 9859.45 Da, uma tnica
cadeia polipeptidica, induz uma facilitacdo continua no modelo biolégico nervo frénico diafragma
isolado de camundongo e uma facilitagdo pronunciada seguida de um bloqueio subito em biventer
cervicis de pintainho, na jun¢do neuromuscular.

Os estudos estruturais, neurotéxicos e miotéxicos da PLA, F6 do complexo crotoxina de
Crotalus durissus collilineatus mostram que a PLA, F6 precisa da crotapotina (estudos de re-
associacdo) para potencializar seu efeito neurot6xico na preparacao nervo frénico diafragma isolado de
camundongo, mas a PLA; F6 é capaz de induzir neurotoxicidade in vitro na auséncia de crotapotina na
preparacao biventer cervicis de pintainho.

Foram purificadas, a partir da fracdo BthTX-II, duas PLA2 D49 Bj-IV e V, sendo consideradas
como isoformas devido ao fato de que compartilham de vérias caracteristicas fisico-quimicas, tais
como: massa molecular, tempo de retencdo na re-purificacdo em HPLC de fase reversa, andlise de
composi¢do de aminodcidos, pl e estrutura primdria, embora a isoforma Bj-V apresente algumas
mutacdes com respeito a isoforma Bj-1V: W3 -> F3, Q4 -> E4, F5 -> W5, 116 -> N16 e G41 -> 41D;
importantes para a atividade catalitica, os efeitos neurotoxicos in vitro foram mantidos e, quando foram
inibidas cataliticamente por crotapotinas crotdlicas de Crotalus durissus collilineatus (F3 e F4),
continuaram diminuindo a resposta contrétil na jun¢do neuromuscular nas preparagdes nervo frénico
diafragma isolado de camundongo e biventer cervicis de pintainho, mostrando que sdo mais
pronunciadas no musculo esquelético de camundongo.

A nova toxina Bt II-2 purificada, com um alto grau de pureza e homogeneidade molecular, do
veneno de Bothrops alternatus, foi caracterizada como uma PLA2 bédsica K49, em fungdo das
caracteristicas fisico-quimicas, evidenciadas: massa de 13898.71 Da, possui cardter basico e uma alta
homologia seqiiencial na sua estrutura primaria, quando comparada com outras PLA2 K49 procedentes
de veneno de serpentes.

Essa nova PLA; K49 Bt II-2 revelou um potente efeito neurotxico in vitro na preparagao nervo

frénico diafragma isolado de camundongo (1 pg/mL) pré-sindptico, como foi mostrado nos estudos de



estimulo indireto via nervo e potencial de membrana ou repouso, diferentemente de qualquer PLA,
neurotoxica botrépica que, para causar um efeito neurotéxico, precisa de dosagem acima de 50 pg/mL.

Outros perfis biolégicos foram estudados para a Bt II-2, que mostrou uma miotoxicidade local
“in vivo”, citotoxicidade em mioblastos e miotubos C2C12, atividade inflamatéria e letalidade,
corroborando que se enquadra dentro da familia de proteinas PLA, homdlogas K49, mas com
caracteristicas tinicas nos estudos de neurotoxicidade in vitro.

A reprodutibilidade da atividade bioldgica, através dos efeitos farmacoldgicos, s6 € possivel
com a utilizacdo de fracdes quimicamente homogéneas que mantenham a integridade da func¢do
biolégica. Essas fracdes sdo obtidas com metodologias de alta eficiéncia: HPLC, LC, espectrometria de
massa, cujos resultados podem ser associados com sua atividade bioldgica, eliminando a subjetividade
causada por veneno total ou fracdes impuras.

Essa abordagem pode ser aplicada nos estudos bioquimicos, estrutura-funcdo, fisiolégicos e
farmacoldgicos, podendo revelar mecanismos ainda desconhecidos na relagdo estrutura-fun¢do das
PLA, procedentes de veneno de serpentes. A presenca de um sitio farmacolégico distinto do sitio
catalitico presente nas PLA; pode ser usada como ferramenta molecular para o reconhecimento dos

receptores de membrana desconhecidos em células ou tecidos.
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Abstract

Through optimized methodologies of purification in HPLC, new toxins were purified from total
venom of Crotalus durissus collilineatus (V-1), Bothrops jararacussus PLA, D49 Bj-V (Bj-1V
isoform) obtained from the fraction BthTX-II and Bothrops alternatus PLA2 K49 Bt II-2; with a high
level of purity and molecular homogeneity, with no loss of biological activity.

The new neurotoxin V-1 of Crotalus durissus collilineatus, chemically and physically
characterized as unproved of catalytic, acid activity and with a molecular mass of 9859.45 Da, an only
polypeptide sequence, induces to a continual facilitation in the biological isolated mouse phrenic nerve
diaphragm model of mouse and a pronunciated facility of a subital block in chick biventer cervicis
preparation en, in the neuromuscular junction.

The structural, neurotoxic and miotoxic studies on PLA; F6 from crotoxin complex of Crotalus
durissus collineatus show crotapotin is necessary (re-association studies) to increase its neurotoxic
effect in nerve phrenic diaphragm isolated preparation of mouse, but the PLA; F6 is able to induce
neurotoxity in vitro in ausency of crotopatin in the preparation chick biventer cervicis.

Two PLA2 D49 Bj-IV and V were purified from the fraction BthTX-II and considered isoform
because they share several chemical and physical characteristics, such as molecular mass, retention
time in re-purification in reverse phase HPLC, analyses of amino acid composition, pl and primary
structure, although the Bj-V isoform shows some mutations regarding Bj-IV: W3 -> F3, Q4 -> E4, F5 -
> W5, 116 -> N16 e G41 -> 41D isoform. Important for the catalytic activity, neurotoxic in vitro effects
were maintained and, when catalytically inhibited by crotapotin crotalic of Crotalus durissus
collilineatus (F3 e F4), they continued dimishing the contractile reply in neuromuscular junction in
nerve phrenic diaphragm isolated preparations of mouse and preparation chick biventer cervicis, which
shows they are more pronunciated in the skeleton muscle of the mouse.

The new and purified BtII-2 toxin of venom of Bothrops alternatus, with a high level of purity
and molecular homogeneity, was characterized as a PLA2 basic K49, because its chemical and physical
evidenced characteristics, mass of 13898.71 Da, basic character and a high sequential homology in its
primary structure, when it is compared with other PLA2 K49 from venom of serpents.

This new PLA, K49 Bt II-2 has revealed a potent neurotoxic effect in vitro in neuromuscular
junction in nerve phrenic diaphragm isolated preparation of mouse (1 pg/mL) ante-synaptic, as it was
proved by studies on indirect stimulus through nerve and potential of membrane or rest, differently of

some neurotoxic botropic PLA, that needs a dose above 50 ug/mL to cause a neurotoxic effect.
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Other biological profiles were studied for the Bt 1I-2, and the conclusion was a local myotoxic
“living”, a cytotoxic in myoblasts and myotubes C2C12, imflammatory and letality activity, showing
they are fitted in the family of proteins PLA; homologous K49, but with particular characteristics in
studies on neurotoxic in vitro.

The reprodubility of biological activity, through pharmacological effects, is just possible with
the utilization of chemically homogenous fractions that maintain the integrity of biological function.
These fractions were obtained with high efficient methodologies as HPLC, LC, and mass spectrometry,
whose results may be associated with their biological activities, eliminating the subjectivity caused by
total venom or impure fractions.

This approximation may be applied in the biochemical studies, structure-function, physiological
and pharmacological, and it may reveal still unknown mechanisms in the relation structure-function of
PLA,; from the venom of serpents. The presence of a pharmacological site different of the catalytic one
in the PLA,; may be used as a molecular instrument to the recognition of the receptors of unknown

membranes in cells or tissues.
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I. INTRODUCAO
1.1 Ofidismo

O envenenamento ofidico é um evento comum nos paises pobres de regides tropical e
subtropical. As conseqii€éncias dos envenenamentos ofidicos nestes paises ndo tém recebido a devida
atencdo, deixando de ser registradas estatisticamente como casos de saide e sendo, na maioria das
vezes, tratadas com metodologias ultrapassadas e com procedimentos nio efetivos.

Com a excecdo de alguns estudos feitos ocasionalmente por pesquisadores destas regides, este
problema vem sofrendo um abandono quase internacional. E provavel que, devido ao isolamento de
algumas toxinas do veneno de serpentes que atuam seletivamente sobre determinados canais id6nicos ou
sob o sistema hemostatico (Markland, 1998), o problema tenha atraido a atencdo e a preocupacao de
muitos pesquisadores, embora o impacto destas descobertas sé tenha servido para o desenvolvimento
de ferramentas que reconhe¢cam canais i6nicos ou para mapear determinados receptores. Muito pouco
das atuais descobertas tém sido bem utilizadas, pois isso ocorre apenas para o desenvolvimento de
protocolos de tratamento do envenenamento ofidico ou para explicar os efeitos fisiopatolégicos do
veneno de serpentes (Monterrey, F. 2001).

A nivel mundial, o envenenamento por serpentes é um problema maior na Asia e nas regides da
América Latina, como é o caso das ilhas do Caribe. A exatiddo do nimero de casos € discutivel, como
fica ilustrado em um estudo dos anos 50, que sugere uma mortandade anual de 25 a 30 mil pessoas no
mundo. No entanto, estes dados parecem nao representar a real magnitude do problema, pois se
acredita que a mortandade anual apenas na Asia chegue a ser de até 100 mil pessoas (Rodriguez-
Acosta, A. 2001).

Na América Latina, os envenenamentos por viperideos caracterizam-se por uma fisiopatologia
complexa, que inclui efeitos locais (neurotoxicidade, mionecrose, dermonecrose, hemorragia, edema,
dor) e, em casos moderados e severos, alteracdes sistemicas como coagulopatias, sangria, choque
cardiovascular e insuficiéncia renal aguda. Provavelmente, a exce¢do a esse padrdo fisiopatoldgico se
encontre no caso de algumas cascavéis sul-americanas, especialmente a Crotaluss durissus terrificus,
cujo veneno induz a alteracdes locais irrelevantes, caracterizando-se bem mais por potentes atividades
neurotéxicas e miotoxicas sistémicas do que por alteragdes renais e de coagulacdo. Os venenos das
serpentes corais (Micrurus sp) e da serpente marina Pelamis platurus (familia Hydrophiidae) induzem
unicamente um efeito neurotéxico, sem ocasionar alteragdes locais relevantes, do ponto de vista
clinico. Experimentalmente se tem evidenciado que os venenos das serpentes corais induzem um efeito

miotoxico em camundongos, embora este efeito ndo pareca ser relevante no envenenamento humano.
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Os efeitos locais induzidos por venenos de viperides constituem um problema relevante por
vdrias razoes:

1) Desencadeiam-se muito rapidamente apds a inoculacdo do veneno, o que dificulta a sua
neutralizacdo, se o soro antiofidico for administrado vdrias horas apds o acidente ofidico.

2) Afetam drasticamente o tecido muscular, os vasos sanguineos e a pele, induzindo lesdes que,
com freqiiéncia, deixam seqiielas.

3) Freqiientemente se complicam com infecc¢des, 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
conhecidos soros antiofidicos e por outros recursos terapéuticos complementais.

O esquema 1 sintetiza o que foi exposto. Mas indiscutivelmente ainda ha uma série de incégnitas
com relacdo a patogénese destes efeitos, que ainda permanecem como um desafio para a pesquisa

toxinoldgica na América Latina (Gutierrez, J.M. e Lomonte, B. 2003).

W v v 4
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migtoxicas hemorragicas a coagulagio edematizantes
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Esquema 1. Hipdteses sobre o desenvolvimento dos efeitos locais induzidos por venenos das serpentes da
familia Viperidae (Gutierrez, J.M. e Lomonte, B. 2003).



1.2 Neurotoxinas

As neurotoxinas provenientes do veneno de serpentes sdo componentes cldssicos deste e afetam
particularmente a juncdo neuromuscular, produzindo uma paralisia fldcida. No entanto, nem todas as
neurotoxinas tém o mesmo sitio, modo de acdo ou produzem efeitos clinicos similares (Rodriguez-
Acosta, A. 2001).

Com respeito aos componentes neurotéxicos dos venenos de serpentes — sendo os mais bem
descritos os da familia Crotalidae —, sabe-se que muitos deles, em condi¢Oes naturais ndo sdo capazes
de penetrar a barreira hematoencefalica, em condi¢des profundas de alteracdes, podem alcancar o
sistema nervoso central (SNC) e originar quadros patoldgicos até agora mal descritos (Monterrey,
2001).

Um dos maiores alvos do veneno das serpentes € o sistema nervoso somético, em particular a
juncdo neuromuscular do musculo esquelético. A inibi¢do da transmissdao neuromuscular neste lugar
produz paralisia bulbar e dos musculos oculares, resultando em uma paralisia da musculatura
respiratdria, como o diafragma, por exemplo, o que leva a morte. Por conseguinte, muitas das pesquisas
tém sido dirigidas com o intuito de aumentar nossa compreensao sobre a acao do veneno das serpentes

e das toxinas isoladas que agem na jun¢do neuromuscular (Hodgson W., e Wickramaratna 2002).

1.3  Transmissao Neuromuscular.

A acdo da maioria das neurotoxinas tem seu efeito revelado no sistema nervoso periférico,
devido ao fato de ndo atravessarem a barreira hematoencefdlica. No entanto, a acdo do veneno e de
suas toxinas na juncao neuromuscular pode ser discutida. A acetilcolina € o principal neurotransmisor
da unido neuromuscular esquelética, sendo sintetizada e armazenada no terminal nervoso. A maior
parte da acetilcolina empacota-se em vesiculas (aproximadamente 80%) e difunde-se espontaneamente
com a membrana pré-sindptica, ficando o restante em solu¢ao no axoplasma.

As serpentes tém desenvolvido, através de diferentes mecanismos genéticos, a capacidade de
expressar potentes toxinas, capazes de inibir a transmissdo neuromuscular pré-sindptica (-
neurotoxinas) e pos-sindptica (o-neurotoxinas) em determinados sitios especificos.

A neurotoxicidade pré-sindptica estd associada muitas vezes a fosfolipases A, encontradas nos
venenos das serpentes. Muitas destas fosfolipases A, t€m evidenciado efeitos como miotoxicidade,
hipotensao, cardiotoxicidade e hemorragia, dentre outros (Hodgson W., e Wickramaratna 2002).

Um estudo dos detalhes da estrutura quimica tem revelado uma inesperada inter-relacdo entre

estrutura e funcao. O bloqueio do processo fisiolégico € uma questdo crucial a ser examinada, assim
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como o conhecimento do sitio responsdvel e o mecanismo de acdo a nivel molecular. A acdo
neurotoxica ndo se dd apenas no nervo motor terminal, pois, isso também ocorre em preparacdes

nervosas diferentes (Tu, A. 1991).

1.4  Inibidores da Conducao

O ax6nio motor, ao ser estimulado, responde com a respectiva despolarizag¢do, que envolve uma
mudanga na conducdo de Na', K' e Ca®. Deste modo, qualquer substancia capaz de alterar o
movimento normal dos fons de Na* e K* pode ser considerada como sendo neurotéxica. Um dos
exemplos mais conhecidos € a tetrodotoxina, uma neurotoxina obtida do “puffer fish”, mais conhecido
como baiacu, e que tem a capacidade de bloquear os canais Na* (Narahashi e Hass, 1967). O veneno de
toxinas de escorpides também pode afetar a condutividade do ax6nio, devido a sua atuagdo sobre os

canais de sddio e potdssio (Rochart et al., 1970, Zlotkin et al., 1971, Strichartz et al., 1986).

1.5 Inibidores da Transmissao Sinaptica

A placa motora na jun¢do neuromuscular € uma regiao especializada da fibra muscular, onde o
impulso nervoso, ao atingir a terminacdo nervosa pré sindptica, determina a sua despolarizacgdo,
ativando a entrada de cdlcio para dentro da membrana, que sinaliza a liberacdo do neurotransmissor, a
acetilcolina. A acetilcolina € entdo liberada e combina-se com os receptores nicotinicos pds-sindpticos.
Esta ligacdo estd relacionada ao potencial de placa terminal que, ao atingir o limiar de excitabilidade,
desencadeia o potencial de a¢do muscular que se propaga ao longo dos tubulos “T”, induzindo a
contracdo muscular. As toxinas que causam alteracdo no nivel da transmissdo sindptica podem ser

divididas em dois grandes grupos: as neurotoxinas pré-sindpticas e as pds-sindpticas.

1.5.1 Toxinas Pré-sinapticas:

Denominadas como [-neurotoxinas, estas toxinas inibem o processo de liberacao da
acetilcolina e sua liberagdo é em geral maior do que a das toxinas pos-sindpticas. Como exemplo,
citamos a toxina [-bungarotoxina, uma toxina composta por duas subunidades de 8800 e 12400
daltons, interligadas por pontes dissulfeto (Chang et al., 1977, Kelly, 1979).

Dois tipos de neurotoxinas pre-sindpticas provenientes de veneno de serpentes tém sido
reconhecidos: 1) as P-neurotoxinas, caracterizadas pela presenca da atividade catalitica PLA, e
estabelecidas nos venenos de serpentes das familias Elapidae, Crotalidae e Viperidae; e 2) as

neurotoxinas pré-sindpticas facilitatorias, incluindo a dendrotoxina, com bloqueio do canal de potéssio
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voltagem-dependente, e a toxina antiacetilcolinesterase, o fasciculins. As toxinas do segundo grupo
sdo proprias de veneno de Dendroaspis. Sdo polipeptidios com seqiiéncias homoélogas aos inibidores de
proteinases tipo Kunitz e com as “curare-like” pds-sindpticas que sdo a-neurotoxinas e cardiotoxinas
respectivamente (Harvey, et al., 1998).

Virias neurotoxinas pré-sindpticas de veneno de serpentes tém sido isoladas. Elas vém sendo
identificadas nos venenos das quatro maiores familias de serpentes peconhentas: Crotalidae, Elapidae,
Hydrophidae e Viperidae, o que indica a importincia de sua atividade. Muitas delas possuem atividade
fosfolipase A,, cuja fungdo provavelmente tem evoluido. Acredita que, além da digestdo da presa, haja
outros papéis desta proteina, como, por exemplo, uma que inclui a imobiliza¢do e morte da presa. No
entanto, sua atividade neurotéxica ndo tem relacionamento direto com sua atividade fosfolipase A; e,
subseqiientemente, hidrélise de fosfolipidios de membrana. Nos seres humanos, a paralisia associada
com estas toxinas pode durar por muito tempo, chegando até a trés semanas. Em alguns pacientes
envenenados, ha a necessidade de uma prolongada ajuda na ventilacao para sua sobrevivéncia.

As neurotoxinas pré-sindpticas podem ser polipeptidios de cadeia tinica — como, por exemplo,
notexin — ou toxinas que consistem em subunidades multiplas, como, por exemplo: crotoxina,
Taipoxina e Textilotoxina que consistem em dois, trés e cinco subunidades, respectivamente. Mas os
venenos de serpente contém multiplas isoformas de uma neurotoxina em particular que difere na
seqiiencia de um aminodcido na estrutura primdria. No entanto, a aparente correlacdo direta entre
estrutura da cadeia e poténcia torna-se matéria de discussdo, pois parece existir uma correlacio entre a
estrutura da cadeia e sua uniao (Hodgson W., e Wickramaratna 2002).

No entanto, sua atividade geralmente se caracteriza por um efeito trifdsico na liberacdo da
acetilcolina (uma diminui¢do, seguida por um aumento transitério e depois um bloqueio completo).
Estes dois passos iniciais parecem ser independentes da atividade fosfolipase A, e sdo particularmente
evidentes quando o fator na transmissao € diminuido, reduzindo assim os niveis de Ca** e aumentando
Mg2+contidas no meio do banho.

Estas sdo algumas variacdes encontradas nas -neurotoxinas, com respeito a atividade trifdsica,
quando observada em preparacoes de diferentes musculos. Por exemplo, embora a Paradoxin produza
uma marcada facilitacdo na altura da tensao, a fase inibitdria inicial parece estar ausente na preparagcao
nervo frénico-diafragma isolado de camundongo. Esta atividade é similar a notexin, onde a fase de
inibicdo inicial também estd ausente na mesma preparacdo nervo frénico-diafragma isolado de

camundongo. Mas a Taipoxin encontra-se estritamente relacionada com a inibicdo, embora seja
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registrado na literatura que a fase inibitéria na Taipoxin e B-bungarotoxina seja notavelmente menos
pronunciada na preparagdo do nervo frénico-diafragma isolado de camundongo.

A diferenca, com relagdo a sensibilidade das preparacdes nervo-musculo das espécies no
bloqueio da tens@o por agcao pré-sindptica das neurotoxinas com estrutura fosfolipase A,, tem sido bem
documentada, tem sido evidenciando que a preparacdo nervo frénico-diafragma isolado de
camundongo € notavelmente mais sensivel a Paradoxin, quando comparada a preparacdo biventer
cervicis de pintainho. E a mesma ordem de sensibilidade tem sido mostrado para Taipoxin,
Textilotoxin e notexin, as quais sao todas neurotoxinas de elapidios asidticos. Em contraste, a crotoxina
e a B-bungarotoxina sao muito mais potentes na preparacao biventer cervicis de pintainho. Textilotoxin
possui uma reputacdo muito considerdvel como a mais potente neurotoxina pré-sindptica isolada de
veneno de serpente.

Su. et al. (1984) tem evidenciado que a Textilotoxin (0,3 pg/ml) € capaz de diminuir a resposta
contrétil do nervo na preparac@o nervo frénico-diafragma isolado de camundongo: em 194 min. a uma
concentragdo de 0,3 pg/ml; e em 110 min. na concentracdo de 1 pg/ml. Embora tenha sido evidenciado
que 0,3 pg/ml. de Paradoxin é capaz de diminuir a resposta contratil em 110 min, indicando assim que
este tipo de tecido para Paradoxin € muito mais sensivel. Um tempo semelhante (103 min.) para a
inibicdo completa na preparagdo nervo frénico-diafragma isolado de camundongo, tem sido reportado
para Taipoxin, embora a concentracdo fosse de 1 pg/ml. Apesar dessa diferenca clara na preparacdo
nervo frénico-diafragma isolado de camundongo, a acdo do bloqueio da tensdo neuromuscular
produzida por Paradoxin (3 pg/ml) e Taipoxin (3 pg/ml) na preparacdo biventer cervicis de pintainho
se mostrou quase idéntica (160 min).

Interessante foi o registro de que o aumentando da concentragdo de Paradoxin em 10 vezes, na
preparacdo nervo frénico-diafragma isolado de camundongo, ndo produziu um efeito significativo no
tempo considerado para diminuir a resposta contrétil, o que sugere que exista uma saturacao dos sitios
especificos para a neurotoxina. Dessa forma, devido ao mecanismo de acdo da toxina, ndo € possivel
produzir uma inibi¢do completa em um tempo mais curto.

E de interesse clinico o descobrimento de que estas neurotoxinas ajam em um tempo
relativamente curto (30 minutos aproximadamente), pois assim, pode-se concluir que seu efeito nao
pode ser invertido mesmo com a acdo dos antivenenos, se este for administrado posteriromente. E
conhecido que antivenenos testados in vitro podem prevenir a inibi¢do causada por paradoxin e

taipoxin, quando os dois sdo colocados juntos com os antivenenos.
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Em um trabalho digno de consideragado, tem-se discutido a identifica¢do do sitio especifico no
terminal nervoso pré-sindptico para estas fosfolipases A, neurotéxicas (Igor Krizaj e Frane Gubensek,
2000). Sitios seletivos de unido, que parecem ser comuns a maioria das fosfolipases A,, tem sido
identificado em vérios tecidos, inclusive em sinaptosomas de cérebro de rato (Tipo-N) e em cultura de
células de musculo esquelético (Tipo-M). A afinidade das neurotoxinas para estes sitios especificos
mostra uma boa correlagdo com sua toxicidade, embora sejam identificadas sérias e marcadas
diferencas entre os sitios especificos nos tecidos diferentes, levando a pensar na existéncia de uma
familia de receptores para estas fosfolipases A, neurotoxicas. De forma adicional, tem sido
demonstrado que aquelas unides de notexin ao receptor do sitio especifico na preparagcdo nervo frénico-
diafragma isolado de camundongo eram substancialmente reversiveis. J4 a unido da crotoxina foi
ligeiramente reversivel, enquanto a da [-bungarotoxina, taipoxin e textilotoxin, foi reversivel
escassamente.

Estudos anteriores sugerem que as neurotoxinas nao sdo internalizadas, embora se acredite que
haja uma aclo interna das neurotoxinas dentro das vesiculas sindpticas, sugerindo uma endocitose e
uma hidrélise de fosfolipidios no interior da membrana. Esta hipétese parece ser considerada para a
maioria das acdes reportadas para estas toxinas. E isto se ap6ia em trabalhos que mostram a presenga
de calmodulina: uma proteina intracelular que age como um aceitador/receptor para a ammodytoxin,
uma toxina pré-sindptica (Montecucco C. e Rossetto O. 2000).

Recentemente os resultados de um estudo que analisa uma faixa de neurotoxinas pré-sindpticas
—usando a técnica de patch clamping e alguns tipos de canais de K* clonados voltagem-dependentes
estaveis expressados em linhas celulares de mamiferos — sugerem que a facilitacdo observada €
diferente, devido a um bloqueio dos canais de K*. No entanto, os autores indicaram que eles nio
poderiam excluir a possibilidade de que os canais de K* voltagem dependentes clonados, usados em
seus estudos, ndo foram capazes de expressar o sitio ou dominio especifico para as fosfolipases A,
neurotoxicas ou nao se encontraram proteinas reguladoras importantes.

Alguns estudos analisaram os efeitos neuropatoldgicos de notexim e taipoxin em membros
posteriores de rato, evidenciado que, depois de produzir uma deple¢do do neurotransmissor no terminal
nervoso motor, estas toxinas causam uma degeneragdo deste terminal e do citoesqueleto axonal. Este
fato foi constatado devido a presenca de 70% das fibras musculares se encontrarem completamente
desenervadas dentro de 24 horas, com a regenera¢do quase completa dentro de cinco dias. Dentro de

nove meses, ocorre, na inervacdo co-lateral, a regeneracdo da musculatura, sendo que resultados
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similares t€m sido previamente reportados para [-bungarotoxina (Hodgson Wayne C. and

Wickramaratna Janith 2002).

Quadro 1 Algumas B-neurotoxinas pré-sindpticas isoladas de veneno de serpentes representativas (Hodgson
Wayne C. and Wickramaratna Janith 2002).

Composicao de

Toxina Subunidades Nome comum Nome cientifico
Notexin Cadeia simples Serpente tigre Notechis scutatus
Taipoxin Trés subunidades Serpente da costa Taipan Oxyuranus scutellatus
Paradoxin Trés subunidades Serpente Taipan Oxyuranus microlepidotus
Crotoxina Duas subunidades Cascavel Crotalus durissus terrificus
Textilotoxin Quatro subunidades Serpente marron Pseudonaja textilis
B-Bungarotoxina | Duas subunidades Serpente marina da Asia Bungarus multicinctus

1.5.1.1 Estrutura Molecular das -neurotoxinas

As B-neurotoxinas sdo caracterizadas pela presenca de uma fosfolipase A, ativa (EC 3.1.1.4) e,
portanto, sdo enzimas que catalisam a hidrdlise acil éster na posicdo 2 de um 3-sn-fosfogliceraldeido.
As formas de PLA, extracelulares sdo extremamente abundantes nas secre¢Oes de glandulas exdcrinas,
semelhantes as PLA, de pancreas de mamifero e glandulas de veneno de serpentes, abelhas e
escorpides. No entanto, muitas diferencas em detalhes de atividade cataliticas e estruturais podem ser
importantes (Kini, R.M. 2003).

As PLA,; mostram um maior grau de similaridade na seqiiéncia de aminoécidos, o que indica
uma extrema e alta conservacao na posicdo de pontes dissulfeto e da estrutura tridimensional. A fun¢do
primaria destas PLA, € digestiva. No entanto, um pequeno grupo de PLA, provenientes de veneno de
serpentes, as -neurotoxinas, t€ém evoluido como potentes neurotoxinas no bloqueio da transmissao
neuromuscular, primeiramente pela modificac@o na liberacao da transmissao (Tu, A. 1991).

Trés classes de neurotoxinas tém sido registradas basicamente pela sua estrutura molecular:

1) B-Neurotoxinas Monoméricas: compostas unicamente por PLA,. Um exemplo desta classe é
a Notexin de Notechis s. scutatus (Bon, 1997 e Kini, 1997).

2) B-Neurotoxinas Multiméricas: compostas por uma molécula de PLA, associada, ndo por
ponte dissulfeto, com uma outra molécula sem atividade enzimatica. Como exemplo destas
neurotoxinas, pode-se citar a crotoxina isolada de Crotalus durissus terrificus (Bon, 1997).

3) B-Bungarotoxinas: as  primeiras neurotoxinas  pré-sindpticas  caracterizadas

farmacologicamente foram as [B-Bungarotoxinas purificadas de veneno de Bungarus multicinctus
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(Chang e Lee, 1977). Mais tarde algumas outras foram purificadas de amostras de venenos (Abe et al.,
1977; Kondo et al., 1989) e outras 3 - Bungarotoxinas de venenos de varias espécies de Bungarus.

As B-Bungarotoxinas sdo compostas de associa¢do covalente, por uma ponte dissulfeto, sendo
dois diferentes polipeptidios de cadeia A e B. O polipeptidio A consiste de 120 residuos aminoacidicos
e a seqiiéncia da PLA, é homodloga as PLA, de pancreas de mamifero. O polipeptidio contém 60
residuos aminoacidicos, a seqiiéncia € homodloga com os inibidores de proteinases tipo Kunitz de
pancreas de mamifero, venenos de serpentes e caramujo (Tu, A. 1991).

Alguns exemplos de toxinas pré-sindpticas sdo também as neurotoxinas do veneno de
escorpides que atuam sobre os canais de sédio e de potdssio (Rochart et al., 1970 e Marangoni et al.,
1995). Estas neurotoxinas também sdo encontradas em peconhas de serpentes elapidicas e crotalicas.
Sao exemplos de neurotoxinas elapidicas: as B-bungarotoxina, como a notexina (Karlsson et al., 1979);

e as crotalicas, como a crotoxina (Breithaupt, 1976, Faure and Bon, 1988 e Faure et al., 1991).

1.5.2 Toxinas Pés-sinapticas:

As neurotoxinas pds-sindpticas sao de baixo peso molecular (7 a 8 kDa) e sdo desprovidas de
atividade enzimdtica (Karlsson et al, 1979). As neurotoxinas pds-sindpticas ou o-neurotoxinas sao
antagonistas dos receptores nicotinicos no musculo esquelético. Elas sdo amplamente também
chamadas de toxinas curare mimético, devido a sua similaridade na agdo antagonista do receptor
nicotinico competitivamente (+)-tubocurarine, mas sua combinagdo com estes receptores se faz de
forma niao covalente (Tu, 1991).

Estas se ligam com alta afinidade e especificidade aos sitios de unido da acetilcolina dos
receptores nicotinicos do musculo esquelético. O receptor nicotinico do musculo esquelético é uma
proteina heteropentamérica, formada por cinco subunidades, este consiste de dois sitios especificos de
unido, a acetilcolina, localizados na interfase entre as subunidades. Estes sitios especificos de unidao
interagem reciprocamente de forma cooperativa para ocupar uns dos sitios especificos semelhantes para
as a-neurotoxinas de serpente, inibindo a abertura dos canais i0nicos associados com o receptor em
resposta aos agonistas colinérgicos. Assim, as o-neurotoxinas bloqueiam a transmissao nicotinica no
musculo esquelético, causando a paralisia da presa.

Em contraste com as [-neurotoxinas, as o-neurotoxinas s se encontram nos venenos das
serpentes das familias Elapidae e Hidrophiidae. Até o presente, cerca de 100 neurotoxinas tem sido
isoladas e seqiienciadas. Dependendo da sua seqiiéncia, as neurotoxinas pds-sindptica se subdividem

em neurotoxinas de cadeia curta, que consiste de 60 a 62 aminodcidos ao longo da estrutura primaria e
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quatro pontes dissulfeto; e de cadeia longa, que possuem 66 a 74 residuos de aminodcidos e usualmente
cinco pontes dissulfeto. No entanto, as posi¢des das quatro pontes dissulfeto sdo comuns para tais
neurotoxinas, tanto de cadeias curtas quanto de cadeias longas; estas pontes na cadeia longa encontram-
se localizadas entre as posicdes Cys30 e Cys34. Até recentemente se pensava que a maior diferenca
funcional entre estes dois tipos de o-neurotoxinas estava na cinética de associacdo e dissociacdo com
os receptores nicotinicos do misculo esquelético.

Foi demonstrado que as neurotoxinas de cadeia curta tendem a se associar com o receptor
aproximadamente seis vezes mais rapido e se dissociar cinco vezes mais rdpido que as neurotoxinas de
cadeia longa. Tem também sido mostrado que as neurotoxinas de cadeia longa ligam-se aos receptores
neuronais nicotinicos com afinidade muito mais alta do que as neurotoxinas de cadeia curta. A toxina
de Laticauda colubrina tem sido considerada como uma toxina de cadeia longa, sendo este dado
baseado na seqiiéncia de aminodcidos (estrutura primdria) e nos respectivos estudos de homologia
seqiiencial, faltando, porém, algumas pontes dissulfeto nesta. Embora funcionalmente elas se
comportem como neurotoxinas de cadeia curta com unido aos receptores nicotinicos, esta classificagdao
funcional das a-neurotoxinas ainda requer uma caracterizacdo farmacoldgica mais detalhada, apesar

destas serem semelhantes no musculo esquelético e nos receptores neuronais nicotinicos (Hodgson W.,

e Wickramaratna 2002).

1.6  Neurotoxinas: Ferramentas Moleculares

Peptideos com atividade toxica proveniente do veneno de origem animal, de microorganismos
ou vegetais, t€ém sido largamente utilizados no estudo dos mecanismos de acdo e dos processos
metabolicos, pois estes peptideos interagem especificamente com receptores, inibindo ou estimulando
varias funcOes celulares, constituindo-se, portanto, como ferramentas moleculares valiosas dentro da
fisiologia e farmacologia.

As toxinas em geral, bem como as neurotoxinas em particular, também tém sido utilizadas
como sondas com diferentes finalidades, como, por exemplo, a sintese de novas drogas, como agentes
terapéuticos (tubocurarina e a toxina botulinica) ou na forma de medicamentos como o Captopril, que
foi sintetizado a partir do modelo molecular da toxina de Bothrops jararaca (Harvey et al., 1998).

Atualmente, sabe-se que as neurotoxinas provenientes da peconha de Crotalus durissus
terrificus poderiam atuar ndo somente na jungdo neuromuscular, mas também em células 3 de ilhotas

de Langerhans isoladas de ratos, estimulando-se em condi¢des experimentais a poté€ncia da secrecdo de
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insulina. Assim, descobriu-se que os isdmeros de crotamina podem potencializar a secrecdo de insulina,
provavelmente utilizando-se de sua interacao especifica com os canais de sédio.

Existem neurotoxinas — taiS como a crotamina, miotoxina a, cardiotoxinas, melitina e as
fosfolipases A, — que sdo toxinas que exibem grande potencial para sua utilizacdo como ferramentas
moleculares no estudo de determinadas patologias, como a mionecrose. Estudos realizados por
Rodrigues-Simioni et al. (1995) e Prado-Franceschi (1998) mostraram que a Bothrosptoxina-I € uma
miotoxina com estrutura de PLA, (Cintra, et al.,1993), mas sem atividade catalitica. Esta toxina pode
interagir com canais de sédio tetrodoxina dependentes, para provocar o efeito biolégico, a mionecrose,
sendo que esta toxina também é capaz de promover a liberacio de Ca®* do reticulo sarcoplasmético,
interagindo entdo diretamente com 0s canais ou com um outro receptor.

Do ponto de vista toxicologico, as serpentes peconhentas do Brasil da familia Crotalidae
pertencem a trés géneros: Bothrops, Crotalus e Lachesis. E, da familia Elapidae, temos o gé€nero

Micrurus.

1.7 O veneno Crotalico

O fracionamento do veneno crotdlico tem revelado um grande nimero de componentes:
peptideos, enzimas e toxinas. Experimentalmente estudados, seus efeitos ndo podem ser simplesmente
transpostos para os acidentes humanos, que evoluem pela dindmica da interagdo do veneno bruto
inoculado, para ndo dizer mais, em quantidades e locais varidveis e respostas bioldgicas individuais
quase imprevisiveis. Considerando o conjunto dos dados ja observados na fisiologia do acidente

humano, podemos inferir a importancia de algumas das fragdes desse veneno.

1.7.1 Crotalus durissus
As serpentes do género Crotalus estdo distribuidas em:

- Crotalus durissus terrificus - encontrada em regides altas e secas do Brasil, desde o Rio Grande do
Sul até Minas Gerais.

- Crotalus durissus collilineatus - distribuida nas regides secas da zona Centro-Oeste do Brasil, desde o
Mato Grosso do Sul, Goias e Minas Gerais até o Norte do Estado de Sao Paulo.

- Crotalus durissus cascavella - encontrada nas areas de caatinga do Nordeste do Brasil, desde o
Maranhao até Norte do Estado de Minas Gerais.

- Crotalus durissus marajoensis - encontrada na Ilha de Maraj6 e em toda América Equatorial.

- Crotalus durissus trigonicus - encontrada em Roraima.
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- Crotalus durissus ruruima - distribuida em algumas regides de Roraima, Amapd, Pard, Amazonas e
Rondo6nia, como na América Equatorial.

- Crotalus durissus ruruima - espécie que tem apresentado dois tipos de venenos, uma de coloragdo
amarela e a outra branca, o que traz, como conseqiiéncia, diferencas bioquimicas, tanto de estrutura
como de atividade bioldgica.

Desde 1938, foram isoladas e purificadas, a partir do veneno total de Crotalus durissus
terrificus, as fragdes denominadas de:

Convulxina: caracterizada por induzir convulsdes e distirbios respiratdrios e circulatorios, €
uma toxina de alta massas molecular que se comporta como uma proteina homogénea (Prado-
Franceschi, J. e Vital Brazil, O. 1981). Tem sido isolada e caracterizada uma convulxina de Crotalus
durissus collilineatus, conformada por duas cadeias polipetidicas, sendo capaz de estimular a secre¢do
de insulina nas ilhotas de langerhnas em condi¢des in vitro (Toyama, et al. 2000).

Giroxina: farmacologicamente pouco conhecida, produz uma sindrome convulsiva, em
condicdes experimentais em camundongos. Seu isolamento foi descrito por Barrio, A. (1961), Barrabin
et al. (1978) e Alexander et al. (1988). Esta fracdo ndo € afetada por congelamento ou por tratamento
com temperaturas préximas a 40°C por 15 min.

Crotamina: proteina neurotéxica de baixo peso molecular de cardter bésico, caracterizada pela
primeira vez por Gongalves e Vieira (1950). Esta toxina é encontrada no veneno de Crotalus durisssus
terrificus, de certas regides do Brasil, da Argentina e da Bolivia. E uma proteina de ponto isoelétrico de
10,3; uma massas molecular de 4,8 kDa; e trés pontes dissulfeto (Gongalves, 1950). Apresenta um
pequeno numero de residuos de aminodcidos comparados com outras neurotoxinas (Ryden et.al., 1973;
Yang, 1974). Sendo uma molécula resistente ao calor, suporta uma temperatura de 70°C por 18 horas
sem perder sua propriedade téxica. Esta fracdo € capaz de produzir, além de bloqueio na jungdo
neuromuscular in vifro, uma miotoxicidade moderada. Na atualidade, varias isoformas tém sido
isoladas (Toyama, M.H. et al., 2000; 2003).

A crotamina (Chang and Tseng, 1978) e a miotoxina (Hong and Chang, 1985) despolarizam o
musculo esquelético, através de um mecanismo que envolve a participagdo de canais de sédio
tetrodoxina sensiveis, enquanto que a miotoxina promove a liberagdo do célcio citoplasmadtico, através
do receptor de riodine (Yudkowsky et al., 1994).

A neurotoxina crotamina atua sobre os canais de s6dio do musculo esquelético (Cameron e Tu,
1978, Tu, 1991), possuindo, segundo se acredita, até quatro diferentes isoformas (Smith e Schmidt.
1990). A crotamina, sendo uma neurotoxina de Crotalus durissus terrificus, pode ser composta por

vdrias isoformas, resultantes muitas vezes da alteragdo em até um unico aminodcido. Até agora, todos
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os estudos realizados com a fracdo de crotamina indicam que ela seria uma mistura de vdarias isoformas.
No entanto, hoje os efeitos bioldgicos e farmacoldgicos da crotamina devem ser reavaliados sob a luz
das novas metodologias como, a eletrofisiologia.

Crotoxina: sendo a principal neurotoxina, representa quase 50% do peso seco do veneno total, e
foi a primeira neurotoxina a ser purificada e analisada, em 1938, por Fraenkel-Conrat. A crotoxina € a
responsavel pela alta toxicidade do veneno, atuando nas terminacdes nervosas e respondendo pelas
paralisias motoras e respiratorias, em condi¢des experimentais.

Esta proteina é um heterodimero, composto por duas diferentes subunidades: uma fosfolipase
A, (PLA;) (componente bdsico) com uma massas molecular de 14,5 kDa; e um componente
denominado crotapotina (componente dcido) com uma massas molecular de 9 kDa. (Breithaupt 1976,
Bon et al., 1979).

Quando um componente da crotoxina € separado do outro, seu efeito toxico € praticamente
anulado, sendo dez vezes menor que a sua forma associada (Slotta e Fraenkel-Conrat 1938. Chang e
Lee 1977, Hawgood e Santana de S4 S. 1979). A fosfolipase A, (PLA;) é o componente principal e
responsavel pelo desencadeamento dos efeitos farmacoldgicos ocasionados pelo complexo crotoxina
(Hendon e Fraenkel-Conrat 1971).

A crotoxina € o componente majoritirio encontrado no veneno total de Crotalus durissus sp.
Segundo Breithaupt (1976) e Bon er al. (1979), a crotoxina, do ponto de vista farmacoldgico e
fisiol6gico, possui dois tipos de agdes: uma pré-sindptica (Bon et al., 1979, Hawgood e Santana de S4,
1979) e uma pos-sindptica (Hawgood e Santana de S4 1979 e Bon et al., 1979). De acordo com Faure
e Bom (1988), a crotoxina é formada por vdérias isoformas aparentemente resultantes: ou de
modificagdes pds-traducionais, que ocorrem sobre uma Unica forma precursora, levando a formacgao de
crotapotina (Bouchier et al., 1991; Faure et al., 1991); ou pela expressao de diferentes RNAs
mensageiros (isolados a partir de uma mesma espécie), levando a formacao das isoformas de PLA;
(Faure et al., 1994).

A crotapotina foi primeiramente descrita como uma molécula “chaperone” das fosfolipases A,
de Crotalus durissus terrificus, que potencia a toxicidade da fosfolipase A, (PLA; ), sendo interpretada
como um fendmeno farmacocinético, sugerindo que o componente 4dcido possa proteger a fosfolipase
A, da inativacdo por ligacdo a sitios de baixa afinidade. No entanto, a crotapotina inibe a atividade
enzimatica da PLA,. (Laure , C.J. 1990).

Sabe-se ainda que a crotoxina, uma das principais toxinas no veneno de Crotalus durissus
terrificus, possui até 16 diferentes isoformas, algumas com atividade mais acentuadas e outras menos

acentuadas em sua toxidade (Faure e Bon, 1988). A crotoxina, principal componente neurotoxico da
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serpentes de Crotalus durissus terrificus, possui vérias isoformas que podem ser, na verdade,
combinacdes das subunidades de crotapotina PLA; associadas.

O grande problema para o estudo desta neurotoxina € o de obter um material com alto grau de
homogeneidade molecular, tanto para o estudo da acdo isolada do complexo crotapotina-PLA, bem
como para estudar a atividade bioldgica de suas subunidades, como, por exemplo, a crotapotina.

Sabe-se que a crotoxina tem um comportamento diferente, como conseqiiéncia da presenca de
varias isoformas. E estudos preliminares mostraram que os efeitos biologicos observados por algumas
isoformas de crotoxina sdo diferentes, sendo que o complexo em si ndo explica esta variedade de
efeitos.

Na atualidade, t€m sido isoladas até trés isoformas de PLA,, a partir do veneno total de
Crotalus durissus terrificus, denominadas como F15, F16 e F17; e uma s6 de Crotalus durissus
collilineatus, denominada como F6 (Ponce-Soto, et al, 2002). A crotoxina, assim como a PLA, e
crotapotina isoladas do complexo, tem revelado uma série de efeitos bioldgicos. Assim, recentemente,
a crotoxina isolada de Crotalus durissus cascavella tem mostrado um efeito miotéxico, sendo capaz de
bloquear a resposta contrétil da jun¢do neuromuscular in vitro na preparacdo biventer cervicis de
pintainho (Beghini, et al., 2000), e a crotoxina de Crotalus durissus terrificus tem mostrado um efeito
inmunosupresivo (Rangel-Santos, et al., 2000).

As subunidades isoladas do complexo crotoxina também sdo capaces de mostrar uma série de
efeitos bioldgicos. Estudos mostram que hd varias isoformas de crotapotina de Crotalus durissus
terrificus: além de ser antiinflamatéria (Landucci et al., 1995), produz edema inflamatério; assim como
as isoformas de crotapotina de Crotalus durissus collilneatus (Camara, et al., 2003), bactericida e
nefrotoxico in vitro (de Oliverira, et al., 2003) sdo capazes de induzirem a modificacdo na proliferacdao
de linfécitos T mediada pela sintese de PG2 (Garcia, et al, 2003). E recentemente tem sido
evidenciado que a crotapotina de Crotalus durissis terrificus € capaz de inibir até em um 54% o efeito
inflamatdrio e miotdxico de varias PLA2 de origem botrépico, tais como: Bothropstoxina-I (BthTX-1) e
Bothropstoxina-II (BthTX-II), de Bothrops jararacussu; Pirotoxina-1 (PrTX-I) e Pirotoxina-III (PrTX-
Il), de Bothrops pirajai e Moojenitoxina-II (MjTX-II), de Bothrops moojeni (Cecchini et al., 2004).
Estudos recentes evidenciam que as PLA,, de Crotalus durissis terrificus, Crotalus durissus cascavella
e Crotalus durissus collilneatus, sdo capazes de produzir um efeito edematizante, miotoxico e até letal
(Rangel-Santos, et al., 2004b).

Com relagdo as serpentes crotdlicas, até hoje, poucos sdao os estudos realizados com os
componentes neurotoxicos do complexo crotoxina das subespécies Crotalus durissus collilineatus e

Crotalus durissus terrificus, usando-se uma abordagem bioquimica ou bioldgica. E este assunto merece
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ser estudado mais aprofundadamente, pois as descobertas recentes revelam que tais componentes sao
capazes de desencadear uma série de efeitos farmacélogicos isoladamente, o que justifica seu estudo, a

fim de comprender melhor a intrincada relacao de estrutura-fungdo.

1.8 O veneno Botrépico.

As serpentes do género Bothrops sdo encontradas em todo o territério nacional, totalizando
vinte espécies. Habitam ambientes iimidos (como matas e dreas cultivadas), locais de proliferacdo de
roedores, zonas rurais e periferia de grandes cidades. Possuem hébitos noturnos e sdo consideradas
bastantes importantes, do ponto de vista epidemioldgico, pelo nimero de acidentes registrados.

O veneno das serpentes Bothrops causa intensa dor local, as vezes com hemorragia e necrose
tecidual tdo grave, que requer a amputacao do local atingido (Brazil, 1911; Jiménez - Porras, 1973).

Os venenos destas serpentes também sdo responsdveis por diversos outros efeitos, tais como:
coagulacdo sanguinea, parada cardiovascular, hemorragias, mioglobuluria e liberacdo de compostos

farmacologicamente ativos, semelhantes a histamina e a bradicinina (Rothchild e Rothchild, 1979).

1.8.1 Bothrops jararacussu

A Bothrops jararacussu € uma serpente pertencente a familia Crotalidae, sendo amplamente
encontrada na América do Sul. No Brasil, tal serpente € encontrada nos estados de Mato Grosso, Sao
Paulo, Santa Catarina, Parand, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Minas Gerais e sul da Bahia (Homsi-
Brandeburgo et al., 1988).

As neurotoxinas de origem botrépico t€m sido isoladas e caracterizadas em preparagdes
bioldgicas e ndo parecem desempenhar papel relevante no envenenamento botrépico. Mas os venenos
botrépicos das espécies brasileiras, de forma geral, foram pouco estudados em suas fragdes isoladas,
devido a falta de uma otimizacdo na metodologia, que permita a pronta recuperacdo da fracdo
responsavel do efeito neurotéxico, sem perda da atividade biolégica. Existem fatores ainda
desconhecidos que podem estar atuando de forma desapercebida e que merecem ser abordados desde
uma énfase bioquimica até uma bioldgica.

Os estudos sobre fatores neurotoxicos no veneno botropico t€m sido realizados com algumas
espécies, tais como a Bothrops jararacussu (Rodrigues-Simioni L., ef al., 1983; Queiroz L. S, Santo
Neto H., et al, 1985), revelando valiosas informagdes a respeito de sua acdo neurotdxica em
preparacao nervo-musculo e nervo cidtico de ra. Isso se revela, através de estudos miograficos e de
eletrofisiologia sendo atribuida, a fragdo IV, desse inicial processo cromatogrifico, o efeito acima

citado. Posteriormente esta fracdo foi denominada Bothropstoxina (BthTX) e purificada em dois



16
processos cromatograficos: o primeiro, correspondendo a fragdao SIII; e o segundo, a Sy-SPry, sendo
esta caracterizada e seqiienciada por Cintra, A.C., et al., (1993) como uma fosfolipase A, Lys49
(Homsi-Brandeburgo et al., 1988).

Heluany, N.F., et al. (1992) evidenciaram o efeito neurotéxico da BthTX sobre as preparagcdes
biventer cervicis de pintainho e nervo frénico-diafragma isolado de camundongo. Cogo, J.C., et al.
(1993) mostraram que o veneno de Bothrops insularis também possui um efeito neurotéxico na
preparagdo biventer cervicis de pintainho (evidenciando ser dose dependente) e também quantificaram
niveis elevados de CK, revelando também o efeito miotoxico desse veneno. Posteriormente, foi
demonstrado que a responsdvel pelo efeito neurotéxico era uma fosfolipase A, com atividade. (Cogo,
J.C, et al, 1998).

Bonfim, et al. (2001) isolaram uma fosfolipase A, com atividade catalitica, denominada BjIV,
a partir do veneno total de Bothrops jararacussu, e perceberam que esta era desprovida de atividade
neurotéxica em doses de 50 pg/ml., na preparacdo de nervo frénico-diafragma isolado de camundongo.

Soares, A.M., et al. (2002) evidenciaram que a presenca de ions Mg2+ diminui a atividade
enzimdtica e farmacoldgica da BthTX-I de Bothrops jararacussu. Lobo de Aradjo, A. et al. (2002)
também tem evidenciado que tanto o veneno, como uma fragdo caseinolitica de Bothrops lanceolatus,
possui um efeito neurotoxico sobre a preparacdo biventer cervicis de pintainho, assim como os estudos
eletrofisiolégico mostram que o veneno total é capaz de aumentar ligeiramente a amplitude e
freqiiéncia dos potenciais de placa em miniatura (PPM). No entanto, este efeito ndo foi observado na
fracdo purificada. Estes resultados sugerem que esta neurotoxina purificada atue exclusivamente de
forma pos-sindptica e que se trata de uma proteina de 27,5 kDa com estrutura ndo fosfolipasica e uma
Unica cadeia polipeptidica.

Costa, P.D., et al. (1999) tém evidenciado que o veneno de Bothrops pirajai possui um efeito
miotéxico e neurotdxico, capaz de bloquear a resposta contrdtil na preparagdo extensor digitorum
longus (EDL) de rato. Soares, A.M., et al. (2000) caracterizaram uma neurotoxina miotoxica, BnSP-7,
uma Lys49 fosfolipasase A, de Bothrops neuwiedi pauloensis. Prado-Franceschi J., et al. (1998),
caracterizaram uma miotoxina com atividade neurotéxica de Philodryas olfersii (serpente verde), uma
serpente da familia Colubridae, considerada ndo peconhenta, mas agressiva. Trata-se de uma proteina

acida de 20 kDa e um pl em torno de 4,8.

1.8.2 Bothrops alternatus.
Esta serpente é encontrada no centro, no norte e no nordeste da Argentina, no sul do Paraguai e

nas regioes sul, sudeste e parte do centro-oeste do Brasil (Campbell & Lamar, 1989). Seu tamanho
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médio é em torno de 1m de comprimento, podendo chegar perto de 2m, sendo possivel relacionar o
rendimento maximo de peconha, acima de 200 mg (peso seco) por espécime, em relagdo a B. atrox, B.
insularis, B. moojeni, € B. jararacussu (Furtado, et al., 1991; De Roodt, et al., 1998b).

Pela elevada quantidade de veneno presente na peconha desta serpente, pode-se explicar, em
parte, a gravidade do envenenamento causado por ela. Embora a Bothrops alternatus seja uma espécie
agressiva e perigosa, o seu veneno ¢ pouco estudado, quando comparado a peconha de outras espécies,
tais como Bothrops jararaca, amplamente estudada pela importancia clinica que tem nos acidentes
ofidicos.

A Bothrops alternatus, a semelhanca com as outras serpentes botrdpicas, possui uma variedade
de proteinas e enzimas, algumas das quais ja purificadas, como: 1) a PLA, (Nisenbom, et al., 1986a;
Nisembom, et al., 1986b; 1988); 2) a thrombina-like balterobin, parcialmente caracterizada (Smolka, et
al., 1998); 3) um inibidor de trombina, a botroalternina, semelhante a botrojaracina de Bothrops
Jjararaca; e 4) uma metaloprotease com um dominio tipo desintegrina, capaz de inibir a adesdo celular
(Souza, et al., 2000).

Do ponto de vista imunolégico, foi estudado o fato de estas proteinas compartilharem vérios
antigenos com outros venenos botropicos, levando a uma neutraliza¢do de sua atividade biolégica por
antivenenos comerciais polivalentes (Siles,V. et al., 1974, 1976, 1977; Antunes, et.al., 1989; Dias da
Silva, et al., 1989; Moura-da-Silva, et al., 1990b, de Roodt, et al., 1988a, 1999; Heneine, et al., 1999;
Estevao-Costa, et al., 2000; Fernandes, et al., 2000), assim como por soro de Didelphis albiventris
(Soares, et al., 1997).

Os efeitos locais observados no envenenamento de Bothrops alternatus, segundo os casos
clinicos, assim como os trabalhos experimentais reportados (Bauab, et al., 1994) sdo: edema (Flores, et
al., 1993; Marunak, et al., 1999), hemorragia (Pérez, et al., 1997b, 1998; Marunak, et al., 1999; de
Roodt, et al., 2000) e necrose (Queiroz and Petta, 1984; Marunak, et al., 1999).

No caso de acidentes humanos, tem sido reportado que as bolhas, a hemorragia e a necrose
ocorrem no local da picada, em 22%, 41% e 9,4% dos casos, respectivamente. (Bauab, et al., 1994).
Estas estatisticas s@o muito semelhantes aquelas observadas respectivamente nos envenenamentos
botrépicos (Gutierrez & Lomonte, 1989; Watt, 1989; Jorge & Ribeiro, 1990; Fan & Cardoso, 1995,
Moura-da-silva, et al., 1990a, 1991; Andrido-Escarso, et al., 2000), evidenciando-se a auséncia de
miotoxinas bdasicas (Moura-da-silva, er al., 1990a, 1991; Andrido-Escarso, et al., 2000) comuns a
varios outros venenos botropicos (Gutierrez & Lomonte, 1995, 1997).

Os efeitos locais, tais como edema e resposta inflamatoria, poderiam estar sendo mediados pela

presenca de metaloproteinases (Gutierrez & Rucavado, 2000), como conseqiiéncia da liberagdao do
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acido araquidonico convertido em outros mediadores do processo inflamatdrio, tais como leucotrenos
via lipoxigenase (Flores, et al., 1993) ou pela liberacdo de mediadores endégenos como a histamina
(Antunes, et al., 1989) e citocinas, tal como TNF o (Moura-da-silva, et al., 1996, Petricevich, et al.,
2000).

A DLsy de Bothrops alternatus tem muita variacdo, embora seja semelhante a de outras
serpentes botropicas, pois varia de 2,2 a 11,5 mg/kg. i.p., devido a procedéncia geografica (Sanchez, et
al., 1992) e a idade da serpente, pois se sabe que exemplares jovens possuem uma peconha mais
potente que adultos, tanto na letalidade (Furtado, et al, 1991) quanto na atividade edematogénica e
hemorragica (Marunak, et al., 1999).

Também a peconha de Bothrops alternatus leva a distirbios na cascata de coagulacio
sanguinea em humanos (Bauab, et al., 1994) e em animais como o cdo (Pérez, et al., 1997a). Segundo
dados clinicos, cerca de 97% dos acidentes causados por Bothrops alternatus apresentam alteracdes nos
tempos de coagulacio (Bauab, er al., 1994).

A peconha também apresenta uma atividade pro-agregante, mas também com baixa atividade
anti-agregante (Francischetti, ef al., 1998), a qual é mediada por um inibidor de trombina. O estado de
incoagulabilidade pode agravar o estado de hemorragia interna causada pela presenca de proteases da
peconha. No entanto, tem sido apontada a presenca de algumas metalopreoteases no veneno de
Bothrops alternatus, permanecendo ainda obscuro o desencadeamento da hemorragia sist€émica quando
comparada a hemorraginas, como a jararagina de Bothrops jararaca (Kamiguti, et al., 1996; Kamiguti,
et al., 1998). Essa hemorragia interna pode resultar em hipovolemia e choque circulatério, o qual, em
conjunto com a IRA provocada pela peconha, leva a morte da vitima (Rosenfeld, 1971; Watt, 1989;
Fan and Cardoso, 1995; Russell, et al., 1997).

Até agora ndao hd estudos a respeito de um fator, ou fatores neurotdxicos, que apresente a
peconha de Bothrops alternatus, provavelmente pela auséncia de sintomas neurot6xicos caracteristicos
do envenenamento causado por serpentes Corais e Cascavéis.

Nossos estudos iniciais t€ém revelado a presenga de algum fator neurotoxico capaz de levar a
diminuicdo da resposta contrdtil no modelo de biventer cervicis de pintainho, criando uma grande
expectativa pelo isolamento, purificagdo bioquimica e bioldgica do fator responsavel por este efeito;
sem desconsider a possibilidade de se tratar de uma PLA,, com efeito neurotdxico, motivo que nos leva
a colocar em consideragdo o presente projeto, que pode prover novas informacdes sobre o estudo da

peconha desta serpente.
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1.9 Fosfolipases A,

Além das PLA, cataliticamente ativas (Asp49), existem outras que sdo definidas conforme a
sua natureza molecular como proteinas com estrutura molecular similar aos das PLA; (Asp49). Sao
proteinas desprovidas de atividade catalitica e que, portanto, para desencadear suas atividades
biol6gicas, dependem de outros mecanismos, que sdo independentes da liberacdo do 4cido
araquidonico (Pederson et al., 1994; Maraganore et al., 1984; Gutierrez e Lomonte, 1995; Arni e Ward,
1985 e Salistre de Araujo et al., 1996).

Segundo Gutiérrez e Lomonte (1995), as PLA, poderiam se ligar a determinados sitios com
uma carga parcial negativa que poderiam servir de ancoragem para as PLA;. Unidas assim a membrana
celular, poderiam gerar uma desorganiza¢do da membrana, levando a uma alteragdao na permeabilidade
e conseqiiente destrui¢do celular, devido mais a desorganizacido celular do que pela toxicidade da
PLA,.

Um outro motivo que reforcaria a desorganizacdo gerada pela PLA, poderia ser a propria
fluidez da membrana. Gutierrez e Lomonte (1995) sugerem uma ligacdo ao préprio lipidio da
membrana.

Pederson et al. (1994) estabelecem, contudo, que os trabalhos realizados com estas PLA; nao
sdo conclusivos, devido a um aspecto muito importante, como o grau de pureza das amostras utilizadas
que poderiam estar contaminadas com PLA; (Asp49). Fletcher e Jiang (1993) postulam que estas PLA,
inativas poderiam hidrolisar os fosfolipidios da membrana, com a correspondente liberacdo de 4cido
araquidonico.

Além das propriedades neurotéxicas desencadeadas pelas PLA,, essas também apresentam uma
atividade miotéxica prépria de veneno de serpentes e abelhas. Estas sio compostas de 110 a 135
residuos de aminodcidos e possuem uma estrutura basica das PLA, ativas, sendo divididas em dois
grandes grupos: 1) as Asp49 (D49), que possuem o residuo Asp 49 conservado, importante para a
catdlise; e 2) as miotoxinas, caracterizadas por terem Lys49 no lugar de Asp49, o que gera assim uma
perda na ligacdo ao célcio (Ca**) e também uma perda na atividade catalitica sobre o substrato.

O mecanismo mionecrético sobre o musculo pelas PLA; (D49) e (K49) é o mesmo, ou seja,
lises rdpidas do sarconema, levando a um répido estado mionecrético. A funcio da atividade catalitica
sobre o efeito miotoxico ainda ndo esta esclarecida, ja que as miotoxinas Lys49 ndo possuem atividade
lipolitica, exibindo, portanto, outros mecanismos que devem estar envolvidos na expressao da atividade
miotéxica (Fletcher et al., 1997).

No caso do veneno Botrépico, como de outras espécies de serpentes, tem-se mostrado a

presenca de isoformas, tanto para diferentes individuos de uma mesma espécie, como para 0S mesmos
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individuos. Sabe-se que as serpentes possuem varios genes que codificam varias isoformas. Contudo, a
expressao e a sintese das diferentes isoformas ainda é desconhecida. A separacdo destas isoformas so
tem sido possivel com o uso de HPLC de fase reversa (Toyama, et al., 2000).

Segundo Kini, R.M. (2003), as PLA, procedentes de veneno de serpentes compartem uma
similaridade em estrutura e fun¢do com as enzimas de mamifero. No entanto, dentre as PLA; de veneno
de serpente, muitas sao toxicas e induzem um amplo espectro de efeitos farmacoldgicos. Propoe-se que
as PLA2 procedentes de veneno de serpentes possuam uma habilidade de se unir a um “sitio
especifico”, devido a sua alta afinidade de se ligar a proteinas especificas que atuam como receptores
ou aceptores. Essa ligacdo especifica de PLA, se dispde pela presenca de um sitio “farmacolégico” em
sua superficie, que € independente do sitio catalitico.

A interacdo da alta afinidade da PLA2 com seu aceptor (proteina alvo) deve-se provavelmente a
complementariedade de carga, hidrofobicidade e forcas de Van der Walls, que se da entre o sitio
farmacolégico e o sitio alvo na superficie do receptor protéico ou aceptor. A PLA?2 pode induzir seus
efeitos farmacoldgicos por mecanismos dependentes ou independentes de sua atividade enzimética.

A identificacdo dos sitios farmacoldgicos tem o potencial para a exploracdo no
desenvolvimento de novos sistemas tuteis, devido ao amplo espectro de especificidade em tecidos e
orgdos, para o “direcionamento” de proteinas especificas a um tecido alvo particular ou 6rgdo.

Assim, o esquema 2 representa a hipétese apresentada por Kini, R.M. (2003):

1 — A célula alvo difere de uma célula nao alvo (extremo direito), pela presenca de um sitio
alvo (A). As células ou tecidos diferentes possuem os sitios alvos distintos na superficie. Estes sitios
alvos podem ser uma proteina ou glicoproteina transmembrana que se ecnontra na superficie da célula.

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

3 — Quando se administra a PLA,, através da via intraperitoneal ou intravenoso, as PLA;
especificas procuram e se ligam as células alvos, devido a sua afinidade alta pelo sitio alvo Esta ligacao
especifica, assim como a acessibilidade do sitio alvo, dependeria da acessibilidade da célula. De outro
lado, uma PLA; ndo especifica vai se ligar a muitos tipos diferentes de células. As PLA, ndo
especificas, assim, ndo vao lesar a célula alvo eficazmente como a PLA; especifica.

4 — Um sistema in vitro ou ex vivo, uma célula, tecido ou 6rgado incuba-se com a PLA,;. As
PLA, especificas e ndo especificas podem lesar a célula alvo e poderiam exibir “Efeitos

farmacoldgicos”. Isto € particularmente verdade quando a atividade enzimatica desempenha um papel
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maior, induzindo o efeito farmacolégico, embora sejam necessdrias quantidades mais altas (ou
cataliticamente as quantidades muito eficazes) de enzimas nao especificas para induzirem os efeitos
similares das PLA; especifica.

5 — As PLA,; especificas se ligam ao alvo (ou aceptor), a proteina na membrana plasmatica
(MP) com uma alta afinidade (10‘9 M). No entanto, também ocorre uma afinidade baixa (10'4 al0® M)
quando se liga a fosfolipidios. Os estudos de ligagao especifica sempre indicam a afinidade alta e baixa
aos sitios alvos. A afinidade € alta ao sitio alvo, € baixa comparada a sitios de ligacdo de baixa
afinidade. Os tratamentos para destruir as proteinas alvo produzem a perda da alta afinidade de se ligar,
mas ndo baixa a afinidade dos sitios alvos. Assim, as PLA; ndo especificas ligam-se aos fosfolipidios
com a afinidade baixa e nao se liga ao sitio alvo.

6 — Vemos que o sitio alvo € um “bom encaixe” para o sitio farmacoldgico em espécies de
células ou tecidos susceptiveis. Nas espécies ndo susceptiveis, aquelas que tém sofrido processos de
mutacdes (M) ou modificacdes pds traducionais (MPT) como glicosilagdes, células ou tecidos
susceptiveis sdo suficientes para alterar a afinidade especifica da PLA, com a célula alvo. Isso explica a
especificida de das espécies observadas, na habilidade das PLA, de exibir seus efeitos farmacoldgicos
(Kini, M.R 2003).

Por outro lado, Diaz-Oreiro e Gutiérrez (1997) demonstraram que modificagdes quimicas
realizadas nos residuos de lisina inibem substancialmente a atividade miot6xica e anticoagulante,
mostrando a importancia dos residuos de lisina. De acordo com os trabalhos de Arni e Ward (1996) e
Selistre de Araujo et al. (1996), estas lisinas e outros aminoacidos carregados positivamente ajudariam
as PLA, miotoxinas a se posicionarem sobre um ou mais sitios receptores localizados na membrana
celular das fibras musculares. De acordo com Gutiérrez e Lomonte (1995) e Selistre de Aratjo (1996),
existem evidéncias da existéncia de receptores de alta afinidade. Estes receptores poderiam ser, de
acordo com os trabalhos de Fletcher et al. (1997), receptores ligados aos canais de sddio ou o proprio
canal poderia estar envolvido.

Tem sido estudado que o complexo crotoxina de Crotalus durissus terrificus atua de forma
sinérgica, sendo que o componente dcido (crotapotina) estaria potencializando o efeito neurotdxico da
crotoxina, como descrito por Riibsamen et al. (1971), Horst et al. (1972), Bom (1982), Faure e Bon
(1988) e Kini (1997). Trabalhos semelhantes foram realizados para a Crotalus durissus collilineatus
(Ponce Soto, L.A. 2002), a partir das isoformas de crotapotina (F3 e F4), com a fracdo PLA, (F6) nas
doses de 10 e 20 pg/ml., utilizando uma razdo molar 1:1 e mostrando o efeito neurot6xico no bloqueio
da transmiss@o neuromuscular, evidenciado pelo bloqueio da resposta contrdtil, como no registro

miogréfico, na preparacdo nervo frénico-diafragma isolado de camundongo.
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Esquema 2 - Modelo para explicar os efeitos farmacoldgicos das PLA, (Kini, M.R. 2003).
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Estes resultados poderiam sugerir o alto grau de pureza das fracdes isoladas, ja que foi utilizada
uma razdo molar tdo baixa (1:1), o que sugeriria que a combinacdo do complexo crotoxina pode ser
devido ao equilibrio de cargas entre a crotapotina e a PLA, para reproduzir o efeito neurotéxico
desejado.

Estudos de sinergismos entre os componentes do complexo crotoxina, provenientes de veneno
crotdlico e outros, com PLA; de veneno botrépico, assim como estudos de neutraliza¢do, poderiam ser
de muita utilidade para estabelecer, através de estudos de homologia seqiiencial de proteinas e de

funcdo bioldgica, a filogenia deste grupo de proteinas.

1.10 Funcao da atividade enzimatica nos efeitos farmacolégicos das PLA,

As enzimas PLA, provenientes de veneno podem induzir sintomas farmacoldgicos, os quais
podem ser dependentes ou independentes da atividade hidrolitica de fosfolipidios. No caso das
atividades farmacoldgicas dependentes da atividade catalitica, muito dos sintomas podem ser causados
pela hidrélise total de fosfolipidios ou pela liberagao de lisofosfolipidios e dcidos graxos.

A hidrdlise total de fosfolipidios de membrana tem registrado alguns efeitos, tais como: 1)
Mudangas na conformacdo biolégica das membranas (Lin-Shiau, et al, 1978); 2) Alteragdes no
comportamento da molécula alvo, devido a mudancas em seu micro ambiente; 3) Mudangas na
permeabilidade seletiva a ions, drogas; 4) Alteracdes na fungdo do sistema receptor-ligante, o qual
depende muito de fosfolipidios acoplados ao sistema (Rosemberg, 1986).

Os mecanismos de inducdo dos efeitos farmacoldgicos, os quais sdo dependentes da agdo
enzimatica, sdo detalhados no esquema 3A. Ao contrdrio, os efeitos farmacolégicos podem ser
induzidos pela unido fisica da enzima PLA; a molécula alvo, sendo independentes da atividade
catalitica. A unido fisica pode interferir de alguma forma (esquema 3B), 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 metabodlico das células alvo. Nesta alteracao do
status metabodlico das células alvo, pode haver liberacdo de mensageiros primdrios, que proporcionam
os efeitos farmacoldgicos observados.

Dois (catalitico e farmacol6gico) sdo os principais mecanismos que poderiam desencadear os
efeitos farmacoldgicos. Estes sdo provavelmente os mais importantes, nas quais as enzimas PLA,
induzem efeitos farmacoldgicos em adi¢cao aqueles que foram citados aqui (esquema 3A e B).

No caso dos efeitos farmacoldgicos, estes podem estar envolvidos (sem dependéncia) com a

atividade enzimdtica e assim potencializar a sua atividade farmacoldgica, que pode ser determinada



pela afinidade entre a molécula alvo, o sitio farmacolégico e a eficiéncia enzimética. As neurotoxinas

pré-sindpticas, crotoxina e taipoxin, que se unem a membrana sinaptosomal com alta afinidade, s@o
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exemplos de toxinas altamente especificas. (Tzeng, et al., 1986).

As diferengas na poténcia farmacoldgica estdo provavelmente relacionadas com a eficiéncia
enzimadtica 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

primdrio que determina a poténcia farmacoldgica. No entanto, a hidrélise de fosfolipidios pode agravar

os efeitos farmacoldgicos (Kini R.M. and Evans, H.J. 1989a, b e c).
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Esquema 3. Modos e mecanismos de acdo de enzimas fosfolipases A,, sendo: A) Mecanismos dependentes da
atividade catalitica; e B) Mecanismos independentes da atividade catalitica (Kini R.M. and Evans, H.J. 1989).
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II. OBJETIVOS

2.1 Isolamento e caracterizagdo fisico-quimica de toxinas que agem na juncdo neuromuscular,
proveneintes de Crotalus durissus terrificus, Crotalus durissus collilineatus (V-1, PLA,; D49 F6) e
Bothrops jararacussu (isoformas PLA, D49 Bj -IV e Bj-V) presentes na fragdo BthTX-II,
Bothrops alternatus (Bt 11-2), através de cromatografia convencional e de alta eficiéncia HPLC,
eletroforese SDS-PAGE, espectrometria de massas (MALDI-Tof), andlise de aminodcidos e
estrutura primaria.

2.2 Caracterizagdo bioldgica das neurotoxinas Crotalus durissus terrificus, Crotalus durissus
collilineatus e Bothrops jararacussu, Bothrops alternatus, através de:

2.2.1 Uso de modelos de miografias, em nervo frénico-diafragma isolado de camundongo, e biventer

cervicis de pintainho.

2.2.2 Estudos de eletrofisiologia, através da determinag¢do dos potenciais de membrana ou repouso

(PM).
2.2.3 Caracterizagdo miotoxica, citotoxica e edematizante da neurotoxina Bt 1I-2 PLA, homdloga
(K49), isolada a partir do veneno total de Bothrops alternatus.

2.3 Andlise comparativa no bloqueio da juncdo neuromuscular e acdo miotoxica de fosfolipasas A,

crotalicas (F6 de Crotalus durissus collilineatus) e botropicas (Bj-IV eV de Bothrops jararacussu e

Bt II-2 de Bothrops alternatus).
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III. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Sao utilizados para os ensaios bioldgicos e farmacolégicos camundongos Swiss (18-20g) e

pintainhos de 6 a 8 dias de nacidos, obtidos no biotério central da UNICAMP.

3.2 Venenos e Reagentes

O veneno total de Crotalus durissus collilineatus, Crotalus durissus terrificus e Bothrops
jararacussu, Bothrops alternatus sao adquiridos do Serpentdrio Proteinas Bioativas Ltda (Fazenda Boa
Esperanca, Batatais, Sdo Paulo).

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

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

3.3 Purificacdo do veneno total Crotalus durissus collilineatus, Crotalus durissus terrificus e
Bothrops jararacussu, Bothrops alternatus
3.3.1 Cromatografia de exclusao molecular em HPLC
Cerca de 20mg do veneno bruto é homogeneizado em tampado bicarbonato de amodnio 0,1M, pH
7,9. Esta solucdo de veneno € entdo centrifugada a 10000 rpm por 2 minutos para clarificagdo da
solucdo. O sobrenadante obtido foi entdo aplicado a coluna pré-empacotada de exclusao molecular em
HPLC, Protein Pack SW 300 (0.78 x 30cm) (Waters). A coluna cromatogréifica acoplada ao sistema
HPLC-biocompativel, APPS LC 650E (Waters), foi previamente equilibrada com o tampdo
bicarbonato de amodnio, pH 7,9, 0,1M, 60 minutos antes da corrida. A eluicao do material € realizada a
um fluxo constante de 0,2ml/min e monitorada a uma absorbancia de 280 nm. As fra¢gdes coletadas em

um coletor de fra¢des automdtico Foxy 200 sdo liofilizadas e armazenadas a -20°C.

3.3.2 HPLC troca ionica.

Para a purificacdo do veneno total de Bothrops jararacussu, € utilizada uma coluna Protein-Pack
SP 5PW (0,78 x 8cm) (Waters Inc.). O sistema cromatografico utilizado é o APPS LC650E (Waters),
equipado com uma bomba para quatro canais de solventes. A coluna e o sistema cromatogrifico é
previamente equilibrados com tampao inicial (Bicarbonato de Amonio 0,05M, pH 7,6). A elui¢do das
amostras ¢ realizada usando-se um gradiente linear de concentracao de Bicarbonato de Amonio (1,0M,

pH 7.9).
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A corrida cromatogréfica é monitorada em 280 nm e as fragdes sdo coletados em um coletor

automatico Foxy 200. As amostras obtidas sdo agrupadas e posteriormente liofilizadas e guardadas a -

20°C.

3.3.3 HPLC de fase reversa

Tanto as toxinas crotdlicas como botrépicas sdo re-purificadas em uma coluna HPLC de Fase
Reversa preparativa. O sistema cromatografico a ser usado serd o HPLC - PDA 991 (Waters), equipado
com duas bombas Waters modelo 510/B, um injetor automatico de amostras U6K com um “loop” de
2,0ml e uma coluna p-microbondapak C-18 0,78 X 30 cm (preparativa), previamente equilibrada com
acido trifluoroacético 0,1%, pH 3,5 (Tampao A). Inicialmente a elui¢io das amostras é realizada,
através de um gradiente linear com acetonitrila 66% (Tampado B). Posteriormente este gradiente é
modificado para a otimizag¢do da purificacdo das fracdes, bem como do veneno total. As fracdes sdo

monitoradas a 280 nm.

3.4 Eletroforese em PAGE-SDS

A eletroforese em gel de poliacrilamida é realizada de acordo com a metodologia descrita por
Laemmli (1970), em que as placas de poliacrilamida (PAGE) sdo feitas de modo descontinuo. O gel de
concentragdo de 5% e um gel de corrida de 12,5% de acrilamida estoque (30%T, 0,8%C). Para o gel de
concentragdo, foi usado o tampao Tris-HCI1 0,5M, pH 6,8, enquanto que para o gel de corrida foi usado
o tampao Tris-HCI 1,0M, pH 8,8. Em ambos os géis foram acrescentados 0,1% (v/v) de SDS 20%.

A corrida eletroforética € realizada em um Sistema High Small II SE 250 (Hoefer Scientific).
Tanto as amostras quanto os marcadores foram dissolvidos no tampao de amostra (Tris-HCI, 0,075M,
pH 6,8; 10% de Glicerol; 4% de SDS; 0,001% de Bromofenol). A corrida eletroforética é realizada
usando-se uma amperagem constante de 40 mA, durante 60 minutos. Ao final da eletroforese, os géis
foram corados com solu¢cdo de Coomassie Blue 0,05% a 37°C e o excesso de corante removido em
acido acético 7%. Também sdo utilizadas, para andlises do grau de homogeneidade molecular das
amostras, as eletroforeses em gel de PAGE-SDS-Tricina, de acordo com o método descrito por

Schigger e Von Jagow (1987).

3.5 Determinacio da atividade PLA,

A determinacdo da atividade fosfolipdsica € realizada segundo o método descrito por Cho e

Kézdy (1991) e Holzer e Mackessy (1996).



28
O substrato é acido 4-nitro-3-(octanoiloxi) benzdico. Sao utilizadas amostras com uma
concentragao de 0,1 mg/ml de amostra, no caso do veneno total, e fosfolipase A, isoladas. As amostras
sdo incubadas junto com o substrato, tampdo de reacdo (Tris-HCI 0,IM Ca® 0,01M pH=8) por 20
minutos. Apds o tempo de incubagdo, a reacdo enzimdtica € lida em um espectro a 425 nm de

absorbancia.

3.6 Analise de aminoacidos

A andlise de aminoécidos € realizada no analisador automdtico de aminoicidos PICO TAG
(Sistema Waters) seguindo a metodologia descrita por Henrikson e Meredith (1984). Os aminoécidos
derivatizados (PTC aminoacidos) das amostras serdo identificados, em uma coluna de fase reversa, de
acordo com o tempo de retengdo dos PTC-aminoacido padrao. Para estimativa da composi¢ao global, a
andlise de composi¢do de aminodcidos serd realizado de acordo com método descrito por Toyama et

al., (1995, 1998).

3.7 Determinacio da estrutura primaria (Sequenciamento)
3.7.1 Reducao e Carboximetilacao

As toxinas purificadas, conforme descricdo na parte de purificacdo, sdo repurificadas em HPLC
de fase reversa, usando-se uma coluna analitica.

A toxina pura € dissolvida em 6M guanidina/HCI, 0,4M Tris pH 8.15, 2mM EDTA, reduzida com
dithiothreitol (DTT) e carboximetilada com 1C-4cido iodo acético (Marangoni, et al., 1995). A
dessalificacdo da amostra serd realizada em coluna G-25, previamente equilibrada com acido acético

glacial 1M.

3.7.2 Digestao enzimatica e purificacao dos fragmentos peptidicos

As toxinas liofilizadas, reduzidas e carboximetiladas, sdo inicialmente digeridas com duas
enzimas: a protease V8 de Staphilococcus aureus, por 16hr a 37°C com uma razdo enzima substrato de
1:30. A reag@o € interrompida e a amostra € liofilizada logo em seguida de acordo com o método
descrito por Houmard e Drapean (1972).

As toxinas também sdo digeridas com Clostripaina por 8h, a 37°C, segundo processo descrito por

Cintra et al. (1993). Ap6s interrupcdo da reacao a amostra € liofilizada.
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As toxinas digeridas com Clostripaina e com protease V8 sdo repurificadas em HPLC de fase
reversa (Water PDA 991 System), usando-se uma coluna p-Bondapack C-18. A separacdo dos

peptideos € feita com um gradiente de Acetonitrila em 0.1% de acido Trifluoracético.

3.7.3 Sequenciamento N-terminal das Neurotoxinas

A seqiiéncia de aminodcidos é obtida pelo sequenciamento da regido N-terminal da proteina
reduzida e carboximetilada, e seqiienciamento completo, através dos peptideos obtidos por hidrdlise
enzimatica.

Tanto o sequenciamento automadtico da regido N-terminal, como dos peptideos, sdo feitos em um
seqiienciador automdtico modelo Procise 491 da Applied Biosystem. Os PTH aminodcidos sdo
identificados em um analisador automético de PTH aminoécidos modelo 120 A (Applied Biosystem)
de acordo com o tempo de retencdo dos 20 PTH aminodcidos padrdes.

A Cys ¢ identificada como PTH carboximetil cisteina marcada e confirmada por contagem

radioativa.

3.8 Analise por Espectrometria de Massas por Maldi-Tof (MS)

A massas molecular das toxinas é analisada por Espectrometria de Massas, utilizando-se um
Voyager DE PRO MAALDI TOF mass spectrometry (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). 1
pl. da amostra em TFA 0,1% € misturada em 2 pl. da matriz. A matriz € preparada com acido a.-ciano-
4-hidroxi-cinnamico (Sigma), 60% acetonitrila e 0.1% v/v TFA. E a massas € analisada sob as
condigdes seguintes: aceleracdo de voltagem 25 kV o laser ajustado a 2890 mJ/com” em 300 ns e o

modo de analise € linear.

39 Medida da atividade neurotéxica em nervo frénico-diafragma de

camundongo
Para estes experimentos sdo utilizadas preparacdes com nervo frénico de diafragma de
camundongo. A preparagdo ¢ removida cirurgicamente de animais anestesiados com hidrato de cloral
(3mg/ kg) e mortos por secdo e sangria dos vasos cervicais. A preparacdo (musculo diafragmaético,
juntamente com seu nervo motor, o nervo frénico) € cuidadosamente retirada, como descrito por
Biilbring (1946), e colocada em uma cuba contendo 5,0 ml de solucio de Tyrode com a seguinte
composi¢do em mM; NaCl 118.7, KCl 4.7, CaCl, 1.88, KH,PO4 1.17, MgSOy4 1.17, NaHCO3 25.0 e

glicose 11.65. e em seguida, presa, através dos musculos da costela, por dois ganchos existentes na



30
base da cuba. A temperatura é mantida a 37°C e a preparagio aerada com carbogénio (mistura de 95%
0, e 5% de CO»).

O registro da forca de contracdo muscular, em resposta a estimulos, é realizado através de
transdutor isométrico load bell BG 10GM, acoplado a um fisiégrafo Gold Universal Amplifier Model
RS 3400.

O musculo € submetido a tensdo constante de 5g/cm, por meio de um fio preso a porcao
tendinosa, ligado ao transdutor isométrico, sendo a estimulac@o indireta, com pulsos supramaximais,
gerados por estimuladores S48F (Grass Instruments), de 0,2 ms de duracdo e 0,1 HZ de freqiiéncia,
durante de 20 minutos para estabilizacdo. Ao término do periodo de incubacdo, sdo aplicadas as

amostras obtidas do fracionamento. Para cada experimento, sdo utilizados, no minimo, trés animais.

3.10 Medida da atividade neurotéxica em musculo biventer cervicis de pintainho

A preparacdo € isolada e montada de acordo com o método de Ginsborg e Warriner (1960). Os
pintainhos sdo anestesiados com éter etilico e, apds o isolamento, o musculo € suspenso em uma cuba
de 5ml, contendo solucdo nutritiva de Krebs, com a seguinte composi¢cdo em mM: NaCl 118,6; KCI
4,69; CaCl; 1,88; KH,PO4 1,17; MgSO4 1,17; NaHCO3 e CsH 206 11,65. A solugdo é arejada de modo
constante com carbogénio (mistura 95% 02 e 5% CO,) e mantida a 37°C. A preparacdo € submetida a
uma tensao constante de 0,5 g e estimulada por meio de eletrodos bipolares (estimulagdo de campo).

Sao aplicados pulsos supramaximais de 0,1 Hz de freqiiéncia e 0,2 ms de duragdo (estimulador
Grass S48). As contragdes musculares resultantes de estimulos elétricos maximais e as contraturas em
resposta a adicao de KCl (13,4 mM) e ACh (110 uM) sao registradas em fisiégrafo Gould RS 3400,
por meio de transdutores isométricos Load Cell BG-10 GM.

Os registros das contraturas para KCI e ACh sao realizados com auséncia de estimulagao elétrica,
no inicio (antes da adi¢do de veneno) e no final do experimento (apds 120 min de incubacdo com o

veneno). As concentracOes de toxinas isoladas utilizadas sdo 1, 5, 10 e 20pg/ml.

3.11 Estudo Eletrofisiologico

A preparacdo com sua face tordcica voltada para cima (hemidiafragma esquerdo), é fixada,
horizontalmente, por médio de alfinetes entomoldgicos, em cuba revestida de resina e silicone, (“Doiw
Corning-Sylgard”). A cuba foi preenchida com 3 ml. De solu¢do Tyrode de composicdo ji descrita. A
temperatura foi mantida a 30-34°C com o auxilio de uma lampada de raios infravermelhos e aeragao

feita com o borbulhamento de carbogénio (mistura de 95% O, 5% CO,). Para a observacdo dos
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parametros eletrofisioldgicos, a cuba foi colocada na platina de microscopio esteroscépico (WILD M7
S-SWITZERLAND) com capacidade para aumentos de até 40 veces.

Usou-se a técnica convencional de registro com microeletrodo (Fatt e Katz, 1951). (Os
microeletrodos de vidrio preparados com o auxilio do “Vertical Pipete Puller” (modelo 700 D-David
Kopf Instruments; CA, USA), é preenchidos com KCIl 3M, tendo uma resisténcia entre 8-30 M-). As
micropipetas sdo introduzidas intracelularmente (seis leituras em regides distintas) sobre as fibras
musculares superficiais, com o auxilio de micromanipulador “Leitz”, para a medida do potencial de
repouso (PR) e captacdo dos potenciais em miniatura de placa terminal (pptm). ). O eletrodo indiferente
constitui-se de um fio de platina incluido em tubo curvo (para adaptacdo a cuba) preenchido com agar-
salina. O PR € registrado “on line”, usando-se microcomputador XT-DICOM com capacidade de
registro para potencial de repouso, forma de onda dos potenciais, bem como as anélises da amplitude e
tempo para o pico dos potenciais evocados. Os pptm s@o registrados em osciloscopio Tektronicx, ou
em fisidgrafo GOULD RS 3400. A medida do PR foi feita na regido das placas motoras e também,

aleatoreamente, em regides distantes destas.

3.11.1 Registro do Potencial de Membrana ou repouso

Nas experiéncias realizadas para avaliar o efeito da toxina sobre o potencial de membrana, esta
¢ utilizada, na concentracdo de 1 pg/ml A determina¢do do potencial de membrana (cinco leituras) sdao
feitas em regides distintas da fibra muscular. Apds a determinacdo da medida do potencial de
membrana-controle, adicionu-se mostra ao banho e procedeu-se as leituras aos 5, 15, 30, 60, 90 e 120

minutos, na regido da placa quanto fora da regido da placa motora em cinco diferentes locais da fibra.

3.12 Determinacao dos niveis de CK plasmaticos em camundongos inoculados por
via intramuscular (miotoxicidade local) e intravenosa (miotoxicidade
sistémica) com a PLA2 D49 F4 de Crotalus durissus collilineatus e a Bt 11-2 de

Bothrops alternatus (atividade miotoxica)

Pretendeu-se encontrar as diferencas nos niveis de CK plasméticos em camundongos de 18 a
20g de peso, inoculados com a fracdo Bt II-2 (PLA, homologa K49) de Botrhops alternatus. E
utilizado um n de 5 para cada experimento.

A dose inoculada de é 20 pg tanto a nivel intramuscular quanto intravenoso, da fracdo Bt II-2
(PLA; homologa K49) de Bothrops alternatus. Sdo dosados os niveis de CK plasmaticos depois de 2,

4, 6, 9 e 24 horas respectivamente. O kit utilizado é CK — Nac (Creatine Kinase Bicon Diagnostick
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Germany). A 1ml do substrato preparado, sdo acrescentados 10 pl. do plasma obtido por centrifugacao
do sangrado da regido caudal do camundongo. Incuba-se por 2 minutos e se 1€ a 430 nm o incremento
da absorbancia, posteriormente multiplica-se pelo fator 4130 (Creatine Kinase Bicon Diagnostick

Germany.

3.13 Determinacao da atividade inflamatoria da fracao Bt II-2 de Bothrops

alternatus.

Para o presente experimento, sdo utilizadas uma solucao stock e inicial de 400 g/ml de PBS (20
png/50ul). Depois sdo feitas dilui¢des, tomando-se 500 ul da primeira e mesclando-se com 500ul de
PBS (10pg/50ul). Logo tomou-se 500 pl dessa e mesclou-se com outros 500 ul de PBS (5 pg/ul). E
finalmente € feita a dltima diluicdo sob o mesmo procedimento para alcancar uma concentracao de 2,5
png/50ul.

Inoculou-se, via intraplantar 50 pg/50ul, grupos de cinco camundongos de 18 a 20 g de peso,
determinando-se, 30 minutos, 1 hora, 3 horas, 6 horas e 24 horas apds da injecdo, a porcentagem de
edema produzido, mediante comparacdo entre o aumento em mm da pata inoculada com Lys49 de

Bothrops alternatus e o aumento da pata inoculada com solucao de PBS.

3.14 Determinacao do efeito citotoxico em cultura celular de mioblastos e
miotubos (C2C12) da PLA, D49 F6 de Crotalus durissus collilineatus e fracao
Bt I1-2 de Bothrops alternatus

Pretendeu-se determinar o efeito citotéxico em cultivo celular de mioblastos C2C12, por agdo
da F6 de Crotalus durissus collilineatus, e a fracdo Bt II-2 (PLA, homologa K49) de Bothrops
alternatus.

Uma micro-placa de 96 pocos € utilizada como desenho experimental, escolhendo-se um n de 3,
correspondente a 3 pogos previamente preenchidos com uma cultura celular de mioblastos C2C12, em
um meio DME com 10 — 15% de soro fetal bovino (SFB) a 37°C e CO;, 5% (50 uL) previamente
incubado em uma estufa de cultura celular.

Despois de retirar 150 pl de meio (sobrenadante), foi acrescentado 150 pl de amostra
previamente dissolvida em PBS, contendo as seguintes concentracdes: 5, 10, 20 e 40 pg. Consideram-
se dois tipos de controles: positivo em presenca de Triton X-100 (+) e negativo sé na presenca de meio

de cultura de DME contendo soro fetal bovino a 1% (-), afim de poder estabelecer parametros
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percentuais (%) de 0 a 100% de quantificacdo de lactato desidrogenase (LDH). Depois de 3 horas,
retirou-se, de cada pogo, 100 pl do sobrenadante, sendo estimada a liberagdo da enzima lactato
desidrogenase (LDH), liberada como resultado da lise celular por a¢do da toxina.

O meio de reagdao contém Iml do substrato preparado de acordo com o indicado pelo kit do
fabricante (LDH-P UV Método UV otimizado SFBC Lab. Winer), previamente incubado por dois
minutos a 30°C. Logo se acrescenta 80 uL do sobrenadante, depois incubado por 3 minutos
aproximadamente. E, em seguida, Ieé-se a absorbancia a 340 nm.

Posteriormente ao valor obtido como negativo, transformou-se em simples positivo e
multiplicou-se por 1000. O valor obtido é convertido em valor porcentual (%), em relagdo ao controle

positivo mdximo encontrado com o Triton X-100.

3.15 Determinacio da dose letal 50% DLs,

A DLsy da fracdo Bt II-2 de Bothrops alternatus € determinada em camundongos. A via é
intravenosa (i.v. 0,1 ml) em musculo gastrocnemio dereito, e a sobrevida dos animais € avaliada 24
horas apds. Sdo utilizados camundongos pesando de 18 a 20 gr empregando-se 6 animais para cada
dose. A fracdo € diluida em PBS e as concentracdes utilizadas sao: 100, 120, 140 e 160 ng/0,1 ml Para
o célculo da DLs € usado o método de Probits (World Health Organization, 1981).

3.16 Analise Estatistica

Os resultados sdo representados pela média de experimentos *+ erro padrdo. A significancia é

obtida através do teste ndo-pareado #-Student e considerado como p<0,05.



34

IV RESULTADOS

4.1 Purificacdo da fracdo V a partir do veneno total de Crotalus durissus collilineatus, e

Crotalus durissus terrificus (branco e amarelo), em coluna de exclusao molecular Protein

Pack 300SW (Waters) em HPLC

20mg do veneno total sdo aplicados na coluna e o perfil cromatografico mostra as seguintes
fracdes: a) Cdcoll; I convulxina, II giroxina, III, IV e V crotoxina; b) Cdt(y) e d) Cdt(w). Além de se

apresentarem as fracdes I, II, III, IV e V apresenta-se uma fracdo VI, que corresponderia a crotamina

(Figura 1).
IV
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Figura 1 - Cromatografia de exclusao molecular em HPLC em coluna Protein Pack 300 SW (0,78 X 30cm)
(Waters) do veneno total de a) Cdcoll, b) Cdt(y) ¢) Cdt(w). A corrida foi realizada com tampao bicarbonato de
amodnio (0,2M pH 7.9), fluxo constante 0,3 ml/min, monitorada a uma absorbancia de 280 nm. As fracdes

denominadas foram I convulxina, II giroxina, III, IV e V crotoxina, e VI crotamina.

Re-purificacdo da toxina V-1 a partir da fracio V obtida do veneno total de Crotalus

4.2
durissus collilineatus em uma coluna p-Bondapak C-18 (0,78 X 30 cm) preparativa de fase

reversa acoplada a um sistema de HPLC (Waters)

A Figura 2b mostra o perfil cromatografico da sub fragao V-1, em uma coluna p-Bondapck C-
18 (0.78 X 30cm) preparativa (Waters), acoplada a um sistema de HPLC de fase reversa. A fragdo V,
previamente obtida em uma coluna de exclusdo molecular em HPLC, mostra a presenca de duas

fracdes majoritarias V-1 e Cdcoll V-2, sendo a fracdo V-1 (*) a responsdvel pelo efeito neurotoxico,
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segundo o perfil neurotéxico ensaiado. Esta fragdo mostra um alto grau de pureza e homogeneidade

molecular, tanto em condi¢des reduzidas, quanto em nao reduzidas, através de eletroforese em SDS-

PAGE (figura inserida no perfil cromatogrifico), com uma massas relativa de 10 kDa

aproximadamente.
O tempo de retencdo foi de 21,06 = 0,19 min, sendo eluida aos 50% do tampao B. O perfil

cromatografico da amostra V-1 mostra presenca de um tinico pico de elui¢do, como mostrado na Figura

2b. As andlises em HPLC de fase reversa mostraram também que a fracdo apresenta um grau de

homogeneidade molecular ao redor de 95% de pureza.

a) b)1.0 7100
L 3
£ T
= P —
2+ @ V-1 =
2 150
£ o ~ 7 mw kpa
S Il < —]-67
F ] " 5
/ 0.5 —20 0.0
11 v —|—14
-— —10
L (nn) (1)
0_| T T '\'{\J}' |
0 50 100 150
i 0.0 . . :
Tempo(min) 0 5 35 40
Tempo (Min)

Figura 2 Perfil cromatografico de re-purifica¢do da fracdo V-1 (*) em HPLC de fase reversa usando uma
coluna p-Bondapck C-18 (Waters). A elui¢do da amostra € realizada usando-se um gradiente linear continuo
de concentracdo do tampao B (Acetonitrila 60%, TFA 0.025%). O fluxo é mantido constante a 2ml/min. O
monitoramento da corrida cromatografica é realizado a 280 nm de absorbancia.

4.3 Analise de aminoacidos da V-1 de Crotalus durissus collilineatus

Com relagdo a andlise da composicdo de aminodcidos da fracdo V-1 de Crotalus durissus
collilineatus (Tabela 1), esta mostra que se trata de uma proteina 4dcida 25 (GIx, Asx) com um alto

conteudo de prolina 25(P) e apresenta um baixo contetido de aminodcidos basicos 13 (Lys, His e Arg).
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Tabela 1 Composi¢ao de aminoacidos da neurotoxina V-1
de Crotalus durissus collilineatus. Os valores sdo
expressos em mol de aminodcidos por mol de proteina.

(ND) Nio determinado.
Aminodcido Mo de AA/ MM
Mol de Proteina

Asx 5 575,55
Glx 20 2582,6
Ser 6 522,54
Gly 6 342,42
His 1 137,16
Arg 5 781,05
Thr 2 22224
Ala 2 142,18
Pro 25 242825
Tyr 1 114,15
Val 1 163,15
Met 1 131,21
Cys 2 206,28
Ile 2 206,34
Leu 1 113,17
Phe 2 194,38
Lys 7 897,33
Trp ND ND

Total 89 9860

4.4 Determinacio da massas molecular por Espectrometria de Massas (MALDI Tof) da

fracio neurotoxica V-1 de Crotalus durissus collilineatus.

Através desta andlise, pode-se constatar a pureza da sub fracdo V-1, obtida a partir da
cromatografia em HPLC de fase reversa da fragdo IV, procedente do veneno total de Crotalus durissus
collilineatus.

A fracdo V-1 apresenta uma massa molecular de 9859.45 Da (Figura 3). A determinacdo da
massa molecular real mostra que ndo existe diferenca significativa entre a massas determinada por
eletroforese em SDS-PAGE e a andlise de composicao de aminoécidos.

De acordo com o tipo de técnica empregada de espectrometria de massas (MALDI-Tof) (figura
3), pode-se apreciar a presenca de outros dois picos a mais, um de massas 5115.25 Da e outro de
20112.28 Da respectivamente. O primeiro pico representa a massas real dividida por dois mais um

préton (H) e o segundo pico, a massas real vezes dois, referindo-se a formagio de um dimero (2X), o
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que confirma que os parametros empregados na determinacdo de tipo linear foram adequadamente

calibrados com o respectivo calmix de acordo com a massas a determinar.

Figura 3 A massas molecular da fracdo
neurotéxica V-1 ¢é analisada por
Espectrometria de Massas, utilizando-se
um Voyager DE PRO Maldi-TOF mass
spectrometry  (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). 1 ul. da
amostra em TFA 0,1% € misturada em
2 upl. da matriz. e analisada sob as
condicdes seguintes: aceleracdo de
voltagem 25 kV, o laser ajustado a 2890
mJ/comz, em 300 ns e o modo de
analise € linear.
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4.5

camundongo (NF-DIC) de V-1 de Crotalus durissus collilineatus

Estudo da atividade neurotéxica na preparacao nervo frénico-diafragma isolado de

As doses ensaiadas sao 5, 10 e 20 pg/ml. da fracdo V-1, procedente da purificagdo por

exclusao molecular em HPLC, em uma coluna Protein Pack 300 SW (0.78 X 30cm) (Waters),

conforme a figura 4.

Os resultados da fracdo V-1 evidenciam que o efeito facilitador (Figura 5), semelhante ao

comportamento da crotamina de Crotalus durissus terrificus, mostra-se mais diferente ao

comportamento da propria crotoxina e do veneno total de Crotalus durissus collilineatus nas doses de

10 20 pg/ml. (Figura 6). Para todas as doses o efeito facilitador pés-lavagem € constante.

Figura 4 Representagio grafica do efeito facilitador
da fracdo V-1 nas doses de 5, 10 e 20 pg/ml. na
preparacdo NF-DIC (Estimulo indireto). Dose de 5
pg/ml. (O), 10 pg/ml. (O), 20 pg/ml. (A) e controle
(<) (n=5). Nivel de significancia das concentra¢des
de 10 e 20 pg/ml em relag@o ao controle (P<0,05).
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Figura 5 Registros miograficos da forca contrétil na preparacdo NF-DIC (Estimulo indireto) da V-1 de
Crotalus durissus collilineatus nas doses de: a) 5, b) 10 e ¢) 20 ug/ml. d) controle. T adicdo da fracdo, L
lavagem.
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Figura 6 - Representacdo grifica do efeito facilitador da fragdo V-1
nas doses: a) 10 e b) 20 pg/ml comparadas com na preparagao NF-DIC
(Estimulo indireto). Crotamina Cdt (O), V-1 (A), crotoxina Cdcoll
(0D, veneno total Cdcoll (<) e controle (V).(n=5). Nivel de
significincia das concentracdes de 10 e 20 pg/ml em relacdo ao
controle (P<0,05).
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4.6 Estudo da atividade neurotoxica na preparacao biventer cervicis de pintainho de V-1 de

Crotalus durissus collilineatus

Os experimentos realizados correspondem a um n=3, na preparacdo biventer cervicis de

pintainho.

Os resultados evidenciam que a V-1 apresenta um efeito facilitador que supera extremamente
a crotamina de Crotalus durissus terrificus, para logo apds continuar com um bloqueio total da

jun¢do neuromuscular (Figura 7 e 8).

O tempo de bloqueio para atingir 50 % da resposta contrétil €, para dose de 10 pg/ml de
54,06 £ 06 min. e para dose de 20 pg/ml € 53,07 = min.

Ambas doses causaram bloqueio irreversivel pds-120 minutos como se observa nos registros

miograficos da figura 8.
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Figura 7 Representagdo gréfica do efeito da facilitacdo e bloqueio da
V-1de Crotalus durissus collilineatus, nas doses 10 pg/ml O) e 20
ug/ml (A) controle ([J), comparadas na preparacido biventer cervicis
de pintainho (Estimulo indireto). (n=5). Nivel de significAncia das
concentracdes de 10 e 20 pg/ml em relagdo ao controle (P<0,05).
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Figura 8 Registro da forca de Contragdo Muscular em Preparacido biventer cervicis de pintainho (Estimulo
indirecto). Mostram-se os perfil miograficos dos efeitos da V-1 de Crotalus durissus collilineatus nas doses de
10 e 20 pg/ml., demonstrando a facilitacio aumentada seguida do bloqueio. Em tempo 0 a amostra de V-1 e
adicionada, L lavagem. A resposta contraturante para a adicdo de ACh (J 55 mM ¢ B 110 mM), KCI (A 13,4
mM) e carbacol (@ 12 pg/ml.) é registrada antes e apés a adi¢do da fragdo V-1.
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4.7 Analises de aminoacidos dos componentes da crotoxina, isoformas de crotapotina (F3 e

F4) e PLA, (F6) de Crotalus durissus collilineatus.

Em relagdo a andlises de composi¢do de aminoécidos (Tabela 2), a PLA,; F6 um alto conteddo
de aminodcidos basicos (Lys, Arg) e 14 cisteinas (Cys). No caso das isoformas de crotapotina (F3 e
F4), as andlises de composi¢ao de aminodcidos ndo mostram muita diferenca com relagdo ao carater
acido das isoformas de crotapotina, embora existam diferengas em termos de conteudo, tais como: a F3
¢ mais hidrofébica que a F4; em conseqiiéncia, a isoforma F3 possui um alto conteddo de aminoacidos

hidrofébicos como Ala, Gly, e Pro.

Amino |PLA;| Mol aa/ |Crtp| Mol aa/ |Crtp| Mol aa/
dcido | (F6) | proteina | (F3)| proteina |(F4)| proteina
Asx 8 920.8 8 920.88 | 12 | 1381,32
Glx 8 1032.8 | 13 | 1678.69 | 17 | 2195.21
Ser 3 261.3 5 435.45 5 435.45
Gly 14 | 79898 | 12 | 684.84 | 10 570.7
His 3 411.48 1 137.16 1 137.16
Arg 12 | 187452 | 2 312.42 2 312.42
Thr 8 888.96 5 555.6 5 555.6
Ala 10 710.9 7 497.63 5 355.45
Pro 7 67991 | 10 971.3 6 582.78
Tyr 12 1369.8 3 342.45 4 456.6
Val 4 652.6 1 163.15 1 163.15
Met 2 262.4 1 131.21 1 131.21
Cys 14 1443.4 8 825.12 9 928.26
Ile 5 515.85 2 206.34 3 309.51
Leu 6 679.02 1 113.17 1 113.17
Phe 7 1030.33 | 3 441.57 3 441.57
Lys 11 | 1410.09 | 2 256.38 2 256.38
Trp | ND - ND - ND -
Total | 134 | 14943.14 | 84 | 8691.36 | 87 | 9343.94

Tabela 2 Composicdo de aminoédcidos dos componentes da crotoxina,
isoformas de crotapotina (F3 e F4) e PLA, (F6) de Crotalus durissus
collilineatus. Os valores sdo expressos em mol de aminoédcidos por mol
de proteina.
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4.8 Estrutura primaria da PLA, (F6) de Crotalus durissus collilineatus.

A PLA2 (F6) neurotéxica de Crotalus durissus collilineatus, usada na determinagdo da
estrutura primaria da PLA,, foi obtida e repurificada em HPLC de fase reversa seguindo a metodologia

de Ponce-Soto, et al. (2002).

A PLA; (F6) é considerada pura, pelos critérios de homogeneidade molecular em SDS-PAGE,
assim como o perfil cromatografico em HPLC de fase reversa, que evidenciou um tnico pico simétrico

de elui¢do, e a anédlise da regido N-terminal confirmaram o grau de pureza da F6. (Figura 9).

A determinacdo da estrutura primdria da PLA, F6 € obtida pelo sequenciamento N-terminal até
0 46° residuo (Figura 9) e dos peptideos obtidos por digestao enzimdtica da PLA, (F10) pelas proteases
Sv8 de Staphylococcus aureus e Clostripaina (Clt) de Crostridum hystolitica, separados em HPLC de

fase reversa.

O sequenciamento dos peptideos SV8 07 obtidos por digestdo com Clostripaina e repurificados
em HPLC de fase reversa confirmaram parte da seqiiéncia N-terminal do 13° até 71° e permitiu um
aumento da seqii€éncia da regido N-terminal mais 25 residuos. O sequenciamento de SV8 07 permitiu a
formacgao de uma regiao de sobreposi¢ao entre a por¢ao N-terminal da molécula com a seqiiéncia de CIt

04, permitindo, desta forma, a constru¢do da PLA, (F6) até 90° residuo.

O peptideo SV8 02 foi essencial para a determinacdo da seqiiéncia C-terminal, permitindo a

unido da regido C-terminal com o restante da cadeia.

A estrutura priméria completa da PLA2 (F6) neurotdxica, determinada pela sobreposicdo do
sua regido N-terminal e dos peptideos seqiienciados ¢ mostrada na figura 9e. Sua estrutura primdria tem

122 residuos de aminoacidos.
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Figura 9 - a) Perfil de eluicdo dos componentes da crotoxina (III), b) Perfil de eluicdo da F6 reduzida e
carboximetilada, c) Eluicdo dos peptideos produzidos pela digestio com SV8 RC-F6, d) Clostripaina e)

Peptideos digeridos, usados na determinacio da seqii€ncia de aminodcidos da PLA, F6.
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4.9 Homologia sequencial da PLA; (F6) de Crotalus durissus collilineatus com outras PLA,

A andlise da estrutura primaria da PLA2 (F6) e sua homologia seqiiencial com outras PLA;

mostra uma alta homologia de até 90% com outras PLA;, de veneno de serpentes (Figura 10).

Quando a PLA, (F6) é comparada com PLA, ativas esta homologia se mantém em torno de
75% a 80% (em caixa). As posi¢Oes dos residuos de cisteina (sombreado em cinza) se encontram em
posicdes idénticas com as outras PLA,, pelo que se trata de proteinas muito relacionadas, mantendo os

mesmos motivos (motif) estruturais.

1 0 20 30 40 0 £l
PLA; F6 Cidecoll |HLLOFNEMIEFETRRNATIPFYAFY GCY COWGGRGRPEDATDRCCEVHDCCY GELAKCNTE

PLA 2 CB1 Cdt HLLQFNHMIHFETR ATPEYAFYGCYCEWGERGRPEDATDRCCEVHDCCY GELARCHTER
PLAz CB2Cd: LLOFNEMIKFETRENANVPE Y AR Y GOYCGHG EPEDATDRCCEVHDCCY GELARCHNTE
PLA2CA ARp NLLOQFNEMIEKEE T=RMNAT PEYAEFY GCYCEW KPKDETDRCCE‘VHDCCYGR CHTE

PLA2-N(O) T NLLOFNEMTI EIMTEEMNGEPEYT 5 GCYCEWEERGEPEDAT DRCCEVHDCCYEE Zl3 BE
GE|IPEYT S GCY CEWGEERGEPEDAT DRCCEVHDCCY [REIE Zls BE

PLAg Tf NLLOQFNEMI KT MTEE]

PLA(ATX) Afip |NLLOFNEMIEKEE TGENAI PEYAFYGCYC GEPELDETDRCCEVHDCCY CHTE

PLAg Akp NLLOFNEMIEEETSEMNAT PFYAFYGCYCZ@GKPKD DRCCEVHDCCY CHTE
70 20 G0 100 110 120

PLA; F6 Cddeoll [WDEYRY SLESGY ITCGEGTHWCEEQICECDRVAARCLERELETYRYGYMIY PDERCEGESETC

PLA; CBI Cdt Y S LEECYITC S THCEEQICECDRVAAECLERSLETY] Y EDSRCREGESETC

PLA CB2Cd: FRYSLESCYITCCESTHCKEQICECDRVAAECLRRSLE TYENEYM

PLA g CA Ahp Y ITCGEGINCEE QI CECDRVAARC]
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Figura 10 Alinhamento da PLA, (F6) de Crotalus durissus collilineatus com outras PLA,, CB1 Crotalus
durissus teerificus, (Bouchier,C., et al., 1988), CB2 Crotalus durissus terrificus (Bouchier,C., et al., 1991), CA
Agkistrodon halys pallas (Tang,L., et al., 1998), PLA,-N(O)Trimeresurus flavoviridis, Trimeresurus flavoviridis
(Guo,Y.-W,, et al., 2001), (ATX) Agkistrodon halys pallas (Chijiwa,T., et al., 2003a) e Agkistrodon halys palla
(Chijiwa,T., et al., 2003b).
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4.10 Registros miograficos das fracoes re-associadas F3 + F6 e F4 + F6 a partir da crotoxina

de Crotalus durissus collilineatus nas doses de 10 e 20 ug/ml na preparacio biventer

cervicis de pintainho

As doses ensaiadas sdao de 10 e 20 pg/ml. na razdo molar 1:1 conforme a figura 23, 24 e 25.
Os resultados evidenciam o efeito neurotéxico da crotoxina a partir da reassociaciao de suas fragdes

isoladas de crotapotina (isoformas ) F3 e F4 com a PLA, (F6).

As reassociacdes mostram um bloqueio da resposta contritil. O tempo necessdrio para se
obter um bloqueio de 50% (10 pg/ml.) para F3 + F6 € de 33,88 £ 1.32 min. e (20 pg/ml.) 17,12 +
2,31 min. Para o caso da F4 + F6 (10 pg/ml.) 22,74 £+ 5,32 min. e (20 pg/ml.) 11,78 £ 8,06 min.

Respectivamente (Figura 11).

Para todos os casos, as re-asociagdes de crotapotina F3 e F4 + F6 mostraram um bloqueio

irreversivel pds-lavagem como se observa nos registros migraficos das figuras 12 e 13.

100 - N 505.5.5.5. 550D
80 -
60

40 |

20

Resposta Contratil { % )

o
1

_ Baesdioise

0 20 40 60 80 100 120 140
Tempo { min. )

Figura 11 Representacdo grifica do bloqueio da resposta contratil em preparacdo biventer cervicis de
pintainho (Estimulo de campo). O bloqueio neuromuscular é dose-dependente. Cada ponto corresponde a
recombinacdes das isoformas de crotapotina (F3 e F4) e a PLA, (F6) de Crotalus durissus collilineatus nas
doses de 10 e 20 pg/ml. As doses sao representadas: F3 + F6 10 pg/ml (O), F3 + F6 20 pg/ml (O), F4 + F6 10
ug/ml. (V), F4 + F6 20 pg/ml. (A), e controle (O). (n=5). Nivel de significancia das concentragdes de 10 e 20
pg/ml em relacdo ao controle (P<0,05).
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Figura 12 Registros da for¢a de contracdo muscular na preparagio biventer cervicis de pintainho (Estimulo de
campo). Mostram-se os perfiles miograficos dos efeitos das recombinagdes da isoforma de crotapotina F3 + F6
nas doses de 10 e 20 pg/ml., demonstrando o bloqueio. Em 0 a adi¢do das amostras. A resposta contratil a
Acetilcolina, 10 pg/ml [J e 20 pg/ml. M e KC1 13,4 mM A (n=5).
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Figura 13 Registros da forca de contragdo muscular na preparagdo biventer cervicis de pintainho (Estimulo de
campo). Mostram-se os perfis miograficos dos efeitos das recombinagdes da isoforma de crotapotina F4 + F6
nas doses de 10 e 20 pg/ml., demonstrando o bloqueio. Em 0 a adi¢do das amostras. A resposta contritil a
Acetilcolina, 10 pg/ml [ e 20 pg/ml. B e KC1 13,4 mM A (n=5).
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4.11 Registros miograficos dos componentes isolados da crotoxina crotapotina (F3 e F4) e a
PLA; (F6) de Crotalus durissus collilineatus nas doses de 10 e 20 ug/ml na preparacao

biventer cervicis de pintainho

As doses ensaiadas sdo de 10 e 20 pg/ml. conforme a figura 14. Os resultados mostram a
auséncia do efeito neurotoxico das isoformas isoladas de crotapotina (F3 e F4). Nio se observou
qualquer mudanga na amplitude da resposta contratil, ao longo dos 120 minutos do experimento em
ambas doses.

A PLA; (F6) mostrou um comportamento diferente, pois é capaz de levar um bloqueio total
da resposta contratil da jun¢do neuromuscular na preparagado biventer cervicis de pintainho.

O tempo necessario para se obter um bloqueio de 50% (10 pg/ml.) € de 42,61 minutos e para
a dose de 20 pg/ml. € de 36,14 min. As figuras 15 e 16 mostram os registros da resposta contratil
com bloqueio da transmissdo neuromuscular.

Em ambas as doses, a PLA, (F6) causa um bloqueio irreversivel pds-lavagem como se

observa nos registros miograficos das figuras 15 e 16 respectivamente.
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Figura 14 Efeito das isoformas de crotapotina (F3 e F4) e PLA, (F6) isoladas nas doses de 10 e 20 pg/ml. da
crotoxina de Crotalus durissus collilineatus sobre a preparagdo biventer cervicis de pintainho (Estimulo
indireto). Mostra-se a auséncia do efeito neurotéxico das isoformas de crotapotinas (F3 e F4), mas a PLA, (F6)
isolada evidencia um efeito de bloqueio na juncido neuromuscular. As doses sdo representadas: F3 10 (O), F3
20 (O), F4 10 (A), F4 20 (V), F6 10 (V¥), F6 20 (@) e controle (). (n=5). Nivel de significancia das
concentracdes de 10 e 20 pg/ml da PLA; F6 em relacdo ao controle (P<0,05).
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Figura 15 Registro da forca de contragdo muscular em Preparacéo biventer cervicis de pintainho (Estimulo de
campo). Mostram-se os perfis miograficos dos efeitos das isoformas isoladas da crotapotina F3 e F3 assim
como a PLA, (F6) na dose de 10 pg/ml. Efeito ndo téxico das isoformas da crotapotina, mas a PLA, (F6)

isolada € capaz de levar a um bloqueio da transmissdo neuromuscular. Em tempo 0 as amostras sio
adicionadas (N=5).
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Figura 16 Registro da forca de Contragdo Muscular em Preparagido biventer cervicis de pintainho (Estimulo
de campo). Mostram-se os perfis miograficos dos efeitos das isoformas isoladas da crotapotina F3 e F3, assim
como a PLA2 (Fs) na dose de 20 pg/ml., demonstrando o efeito ndo téxico das isoformas da crotapotina, mas a

PLA,; (F6) isolada € capaz de levar a um bloqueio da transmissdo neuromuscular. Em tempo O as amostras sdo
adicionadas (n=5).
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4.12 Caracterizacio miotoxica da PLA, (F6) de Crotalus durissus collilineatus através dos niveis

de CK plasmaticos “in vivo” intramuscular e intravenoso

Os estudos realizados para determinar o efeito miotéxico da PLA, (F6) “in vivo” sdo feitos em
camundongos inoculados por via intramuscular e intravenosa com a F6 em uma concentracio de 5 pg.
Sdo aplicados a nivel intramuscular e intravenoso. Os resultados mostram que os niveis de CK
plasméticos aumentam drasticamente nas primeras 3 horas do tratamento, tanto pela via intramuscular,
atingindo até 1536,03 + 76,62 U/L de CK a 2 horas; para, posteriormente, a niveis normais, apés 9 a 24

horas, como pela via intravenosa 1590,55 + 190,0 U/L de CK (Figura 17).

1800 T —o— Cdeall CT-B IM
1600 4 —7— Cdeoll CTX-B IV
—Dr“_ Dose: 5 ug
1400 >C l\l
Figura 17. Representacdo grifica da atividade 1200 1 % T
miotoxica da PLA, F6 de Crotalus durissus 1000 4 Y\
collilineatus, inoculado em camundongo de 20 g de = !
peso. Mostra-se o curso-tempo dos niveis de creatina - T
kinase (CK) incrementados ao longo do tempo A0S
depois de administrada a fracdo. Intramuscular (1) e 400 -
intravenoso (V) (n=5). 200 2
0 . —

o 3 6 9 12 15 18 21 24
Tempao (h)

4.13 Determinacao do efeito citotoxico da PLA2 F6 de Crotalus durissus collilineatus na
determinacio dos niveis de LDH em cultura celular de mioblastos e miotubos (C2C12)
A PLA; D49 F6 mostra um comportamento citotoxico sé em miotubos, mas ndo em mioblastos,
pois a medida que as doses da fragdo se vém acrescentadas, os niveis de LDH também aumentam
significativamente, depois de acrescentada a PLA2 F6, atingindo até 50.05 + 7.45 % de LDH, tal como

se evidencia na figura 18. 100

—O— Mioblastos
—— Miotubos

80 -
Figura 18. Representacdo grifica da atividade citot6xica
da PLA, F6 de Crotalus durisssus collilineatus “in
vitro”, sob cultura celular de mioblastos e miotubos

60 4

(C2C12). A lise celular foi estimada pela liberacdo da % =
enzima lactato desidrogenase (LDH) do sobrenadante, 5 407
apods 3 horas de exposi¢do da fracdo, em um volume de
150 puL/pogo. Cada ponto representa a média = SD do 204 i}
triplicado da cultura celular. . g:Eél:l =
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
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4.14 Purificacio de uma isoforma de Bj-IV (Bj-V) a partir do veneno total de Bothrops

Jjararacussu, em coluna de troca Ionica (Waters) em HPLC

O veneno total foi submetido a uma etapa cromatografica, usando-se uma coluna de HPLC de

troca i0nica Protein Pak SP 5PW (0.78 X 8cm) (Waters).

A coluna foi previamente equilibrada com tampao AMBIC 0.05M, pH 7,9 (Tampao A) por 30
minutos. 30mg sdo dissolvidos e homogeneizados em tampao A, o extrato total é clarificado, usando-se
uma centrifuga de bancada a 10000 rpm por 2 minutos. O sobrenadante € aplicado a uma coluna
cromatografica e a elui¢do € realizada, usando-se um gradiente linear descontinuo de concentragiao de

AMBIC 1.0M, pH 8 (Tampao B) (Figura 19).

A purificacdo na coluna de troca idnica mostra a presenca de 9 fracdes de elui¢do, que sdo
denominadas de Bj I, II, III, IV, V, VI, VII, VIII e IX, respectivamente (Figura 19), sendo a fraciao Bj
V isoforma da Bj IV (PLA;) D49 e a Bj VII considerada como a BthTX I (PLA;) K49. As fracdes Bj
IV e Bj V mostraram atividade PLA,; moderada, enquanto que a Bj VII mostrou apenas uma atividade

residual.

As fracdes Bj IV e Bj V, posteriormente, sao submetidas a mais uma etapa de purificacdo em
HPLC de fase reversa para confirmar seu grau de pureza (Figura 20). O perfil cromatorgrifico das
amostras Bj IV e Bj V mostram a presenca de um unico pico de eluicdo, com uma diferenca de tempos
de reten¢do de apenas 6 décimos de segundo, como representado na figura 20. As anélises em HPLC de
fase reversa mostraram também que as fragdes Bj IV e Bj V apresentam um grau de homogeneidade

molecular ao redor de 95% de pureza.
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Figura 19 Perfil cromatografico de troca idnica do veneno total de Bothrops jararacussu em LC em uma coluna
Protein Pack SP 5PW (Waters). A corrida cromatografica foi realizada, usando-se um fluxo constante de 1.0
ml/min. O monitoramento da corrida foi feito a 280 nm.
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4.15 Estudo comparativo dos perfis cromatograficos de veneno total em HPLC de fase
reversa de Bothrops alternatus e Bothrops jararacussu
O perfil cromatografico em HPLC de fase reversa do veneno total de Bothrops jararacussu,
por ser muito abordado na identificagdo de fracdes neurotéxicas (BhTX I e BthTX II), € utilizado
como perfil de referéncia para a identificacdo provéavel da PLA, neurotéxica de Bothrops. alternatus.

Sob as mesmas condi¢des cromatograficas para a purificacdo das BthTX I e II (PLA;), é
realizada uma purificacdo dos venenos de Bothrops alternatus € Bothrops jararacussu. Os resultados
da purificacao dos dois referidos venenos botrdpicos, utilizando-se sistema de HPLC de Fase Reversa
sdo apresentados na figura 21.

A figura 21 mostra que os perfis cromatograficos dos venenos de B. alternarus e B.
Jjararacussu possuem uma fragdo principal com mobilidade cromatogrifica em comum (sombreado)
equivalente a0 mesmo tempo de retencao da Bt-b (Figura2la) e o pico 6 (Figura 21b), que € eluida
aos 59% do solvente B. Esta fracdo (6), com atividade PLA, para aquela proveniente de B.
Jjararacussu, trata-se da fragdo BthTX II (isoformas Bj IV e Bj V) e, para o veneno de B. alternatus,

(Bt-b) aquela se trata de uma fracdo, que tem uma baixa ou atividade PLA, residual, mas com efeito

neurotoxico.
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4.16 Determinacio da massas molecular por espectrometria de massas (MALDI Tof) das

isoformas Bj-1V e Bj-V de Bothrops jararacussu.

Através desta andlise, pode-se constatar o grau de pureza das isoformas PLA; Bj-IV e Bj-V, de
Bothrops jararacussu, obtidas a partir da cromatografia de troca i0nica catidonica SP SPW (Waters).

A isoforma Bj-IV apresenta uma massas molecular de 14007,10 Da (*), segundo o que é
mostrado na figura 22, sendo que a determina¢do da massa molecular real mostra que nao existe
diferenga significativa entre a massas determinada por eletroforese em SDS-PAGE e a andlise de
composicio de aminodcidos como comentado anteriormente.

De acordo com o tipo de técnica empregada de espectrometria de massas (MALDI-Tof) (Figura
22), pode-se notar a presenca de dois picos a mais, um de massas 7011,45 Da e o outro de 28027,60 Da
respectivamente. Cada um deles representa a massas real dividida por dois mais um préton (H") e o
outro representa a massas real multiplicada por dois, referidos a formacao de um dimero da massas real
(2X), o que confirma que os parametros empregados na determinacdo de tipo linear foram

adequadamente calibrados com o respectivo calmix, de acordo com a massas a determinar.

14007,10

*

100
90
80

Figura 22 A massa molecular da fragio UL

neurotdxica da uma isoforma de PLA, Bj-
IV (*) de Bothrops jararacussu é analisada
por Espectrometria de Massas, utilizando-se
um Voyager DE PRO Maldi-TOF mass 50
spectrometry (Applied Biosystems, Foster 28027,60
City, CA, USA). 1 pL. da amostra em TFA ®
0,1% ¢é misturada em 2 pl. da matriz. e

60

50

% Intensity

40

10

analisada sob as condi¢des seguintes:
aceleracdo de voltagem 25 kV, o laser Mass (m/2)
ajustado a 2890 mJ/com?, em 300 ns e o

0 w : y 0
5999,0 13799,40 215998 29400,2 37200,6 45001,0

2,7+7

modo de analise € linear.
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A isoforma Bj-V apresenta uma massa molecular de 14039,46,10 Da (*) (Figura 23). A
determinagcdo da massas molecular real mostra que nao existe diferenca significativa entre a massas
determinada por eletroforese em SDS-PAGE e a analise da composi¢do de aminoacidos.
De acordo com a técnica empregada de espectrometria de massas (MALDI-Tof) (Figura 23),
pode-se apreciar a presenca de dois picos a mais, um de massas 7026,56 Da e outro de 23369,99 Da
respectivamente. Cada um deles representa a massas real dividida em dois, mais um préton (H'). E

outro ndo chegou a formar um dimero. Provavelmente temos a massas real somada a parte da matriz.

100+ 14039.49
90+
80
70
23369.99
£ 60
2]
S 50
) N = 23458.28
Figura 23 A massa molecular da fragdo —f ——
neurotéxica da isoforma de PLA, Bj-V (*) de = 40 '
Bothrops  jararacussu €  analisada  por 30
Espectrometria de Massas Maldi-TOF. 1 pL. da 20,
amostra em TFA 0,1% ¢ misturada em 2 pl. da
matriz e analisada sob as condi¢des seguintes: 10
aceleracdo de voltagem 25 kV, o laser ajustado a 0 : L1 : : :
2890 mJ/com?, em 300 ns e o modo de andlise é 59990 137994  21599.8 294002 372006 450010
linear. Mass (miz)

4.17 Analises de composicio de aminoacidos da isoforma Bj V de Bothrops jararacussu

Em relacdo a andlises de composi¢do de aminodcidos das fragdes neurotoxicas de Bothrops
jararacussu (Tabela 3), a isoforma Bj-V mostra que ndo existe muita diferenca com relacio ao carater

das neurotoxinas.

A andlise da composi¢io global de aminodcidos mostra que se trata de proteinas homologas

entre si.
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Aminodcido *BjIV | BjV
Asx 11 14
Glx 15 11
Ser 2 3
Gly 10 10
His 1 2
Arg 6 6
Thr 8 6
Ala 7 6
Pro 9 7
Tyr 10 3
Val 4 5
Met 2 1
Cys 14 14
Ile 3 4
Leu 7 9
Phe 4 6
Lys 13 21
Trp *ND | **ND

Total 126 128

Tabela 3 Composi¢cdo de aminodcidos dos componentes das neurotoxinas Bt 1I-2 de
Bothrops alternatus e Bj 1V e Bj V de Bothrops jararacussu. Os valores sdo expressos
em mol de aminoicidos por mol de proteina. * Bonfim, et al, (2001). ** Nao
determinado.

4.18 Determinacio da estrutura primaria das isoformas de Bj-1V e Bj-V PLA; D49 de Bothrops

jararacussu

O seqiienciamento dos primeiros 23 aminodcidos da isoforma Bj-IV e dos primeiros 25
aminodcidos da isoforma Bj-V N-terminais foram obtidos através do seqiienciamento direto da proteina
nativa reduzida e carboximetilada.

Para a determinagdo da estrutura primdria completa, foram sequenciados os peptideos obtidos
da purificacao dos digestos protéicos, de forma separada com protease V8 e clostripaina.

Os peptideos efetivamente importantes que contribuiram para a determinacdo da estrutura
primdria da isoforma Bj-IV foram: CIt6, CIt17, Clt4, SV8 5 e SV8 8 (Figura 24). E os peptideos que
contribuiram para a determinagdo da estrutura primdria da isoforma Bj-V foram Clt3, CIlt08, CIt10,

SV8 6 e SV8 10 (Figura 25).
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Para a isoforma Bj-IV, a proteina reduzida e carboximetilada permitiu a determinacdo da regiao
N-terminal até o 23° residuo. O seqiienciamento dos residuos Clt 6 e Clt 17 permitiram o aumento da
seqiiéncia até 71° residuo, o peptideo Clt 06 foi importante para a jungdo do segmento N-terminal com
o peptideo Clt 17.

O seqiienciamento do peptideo SV8-05 permitiu a obtencdo do segmento carboxi terminal da
toxina Bj-IV. J4a o seqiienciamento do peptideo SV8-08 permitiu a confirmagdo da seqii€ncia desta
regido. O peptideo SV8-08 2 foi crucial para juncido da regido Carboxi terminal com o restante da
estrutura. A isoforma Bj-IV possui um total de 121 residuos de aminoécidos, sendo o residuo N-
terminal o Acido aspartico (figura 24).

De acordo a andlise da estrutura primaria da proteina, determinou-se que sua massas molecular

€ de 13934,46 Da e seu ponto isoelétrico € 7,89 deduzido a partir da estrutura primaria.

1 10 20 30 40 50
DLFEWGOMILKETGKNPFPYYGAYGCYCGWGGRGKPKDKDTDRCCYVHDCC

| ————— N-Terminal —--—-——-

- CLT06——————mm—mm—
60 70 80 90 100
YKKLTGCPKTDDRYSYSWLDLT IVCGEDDPCKELCECDKAIAVCFRENL
————— | | - CLT04-—— |
[E—— CLT17-————— | |-
110 120

GTYNKKYRYHLKPCKKADKPC

Figura 24. Determinag@o da estrutura primdria da isoforma Bj-IV, uma neurotoxina "PLA," D49 mostrando a
regido N-terminal, que foi obtida pelo seqiienciamento direto da proteina reduzida e carboximetilada. As siglas
Clt e sv8 indicam os digestos obtidos do tratamento da Bj-IV com a clostripaina € com a protease V8 de
Staphilococcus aureus.
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Para a determinacdo da estrutura primdria completa da isoforma Bj-V, foram sequenciados os
peptideos obtidos da purificacdo dos digestos protéicos de cada, de forma separada com protease V8 e
clostripaina. Os peptideos efetivamente importantes que contribuiram para a determinacdo da estrutura
primdria da isoforma Bj-V foram Clt3, C1t08, CIt10, SV8 6 e SV8 10 (Figura 25).

Para a isoforma Bj-V, a proteina reduzida e carboximetilada permitiu a determinacio da regiao
N-terminal até o 29° residuo. O seqiienciamento dos residuos Clt 8 e Clt 10 permitiram o aumento da
seqiiéncia até 110° residuo, o peptideo Clt 03 foi importante para a jungdo do segmento N-terminal com
o peptideo Clt 08.

O seqiienciamento do peptideo SV8-06 e SV8-10 permitiu a obten¢do do segmento carboxi
terminal da Bj-V. J4 o seqiienciamento do peptideo CIt 10 permitiu a confirmacdo desta seqii€éncia
desta regido. A isoforma Bj-V possui um total de 121 residuos de aminoécidos, sendo o residuo N-
terminal o Acido aspartico (Figura 25). De acordo com a andlise da estrutura primdria da proteina,

determinou-se que sua massas molecular é de 13933,35 Da e seu ponto isoelétrico é de 7,86.

1 10 20 30 40 50 60
DLWQFGOMILKETGKIPFPYYGAYGCYCGWGGRGGKPKDGTDRCCYVHDCCYKKLTGCPK

| ————————— N-Terminal-———————-

70 80 90 100 110 120
TDDRYSYSWILDLTIVCGEDDPCKELCECDKATIAVCFRENLGTYNKKYRYHLKPCKKADKPC

Figura 25. Determinagéo da estrutura priméria da isoforma Bj-V, uma neurotoxina "PLA," D49, mostrando a
regido N-terminal, que foi obtida pelo seqiienciamento direto da proteina reduzida e carboximetilada. As siglas
Clt e sv8 indicam os digestos obtidos do tratamento da Bj-V com a clostripaina e com a protease V8 de
Staphilococcus aureus.
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Figura 26. Alinhamento das isoformas de PLA, Bj-IV e Bj-V D49 de Borhrops jararacussu com outras PLA,.D49 e K49

procedentes da SWISS-PROT: Annotated protein sequence database:

http://www.expasy.ch/sprot/
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4.20 Registro miografico do efeito do veneno total e da isoforma PLA;, Bj V de Bothrops

Jararacussu na preparacao nervo-frénico diafragma isolado de camundongo

A isoforma PLA, Bj V utilizada foi aquela proveniente da purificagdo na coluna de troca
ionica Protein Pack SP 5SPW (Waters) acoplado a um sistema de LC (Waters). As doses ensaiadas
foram de 50 e 100 pg/ml. As figuras 27 e 28 evidenciam um bloqueio acentuado da juncdo
neuromuscular.

O tempo necessdrio para se obter um bloqueio de 50% (50 pg/ml.) é, para o caso do veneno
total, de 15,04 min.; e Bj V, de 38,65 min. respectivamente. A figura 29a apresenta o registro da
resposta contrdtil, mostrando um bloqueio de transmissdo neuromuscular.

O tempo necessdrio para o bloqueio de 50% na dose de 100 pg/ml € para o veneno total, de
8,60 min.; e Bj V, de 37,87 min. (Figura 28). A figura 29b mostra também os registros da resposta
contrétil, mostrando um bloqueio de transmissdao neuromuscular.

Para ambas as doses, o bloqueio € irreversivel pds-lavagem, como se observa no registro

miografico 29a e 29b.

100 ﬂim—ﬁ—ﬁﬁlxm—ﬁhtﬂ—I:J—EJ—E%J—D—D
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Figura 27 Representacdo grafica do efeito do bloqueio da isoforma de PLA, Bj V e veneno total de Bothrops
Jjararacussu, nas doses 50 pg/ml comparadas na preparacdo NF-DIC (Estimulo indireto). Controle (L), veneno

total (A) e Bj V (O). (n=5). Nivel de significincia das concentragdes do veneno total e a isoforma de PLA, Bj-
Vem relacdo ao controle (P<0,05).
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Figura 28 Representacdo grifica do efeito do bloqueio da isoforma Bj V e veneno total de Bothrops
Jjararacussu, nas doses 100 pg/ml comparadas na preparagdo NF-DIC (Estimulo indireto). Controle ([J), veneno

total (A) e Bj V (O). (n=5). Nivel de significAncia das concentragdes do veneno total e a isoforma Bj-V PLA,
em relacdo ao controle (P<0,05).
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B.jararacussu

Figura 29 Registros da forca de Contragdo Muscular em Preparacdo NF-DIC (Estimulo indirecto). a e b
ilustram o perfil miogréafico dos efeitos da isoforma PLA, Bj V nas dose de 50 e 100 pg/ml., demonstrando o

bloqueio. M adi¢dao da amostra L lavagem. (n=5). Nivel de significancia das concentragcdes de 50 e 100 pg/ml
em relacdo ao controle (P<0,05).
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4.21 Determinacao da atividade neurotéxica da isoforma Bj-V D49 de Bothrops jararacussu
incubadas em presenca de isoformas de crotapotina crotalica (F3 e F4) de Crotalus

durissus collilineatus na preparacao nervo frénico diafragma isolado de camundongo

A isoforma Bj-V na dose de 50 pg/ml analisada sob nervo frénico diafragma isolado de
camundongo, na presen¢a de duas isoformas de crotapotina crotalica, provenientes de Crotalus
durissus collilineatus (F3 e F4). Este ensaio mostrou que, embora a atividade catalitica possa ser
diminuida, a poténcia no bloqueio da resposta contratil mostra-se evidente, conforme a figura 30. Nao
existe diferenca significativa no tempo necessario para alcancar os 50% do de bloqueio da resposta

contrétil, quando incubadas com ambas isoformas de crotapotina crotalica (F3 e F4), pois os tempos

sdao muito semelhantes (Figura 30).

O tempo para atingir os 50% do bloqueio da resposta contrétil foi: para o veneno total, de 14 +

0,86 min., Bj-V + F3 37 £ 0,78 min e Bj-V + F4 38 + 0,48 min.

100{ =0 —G-0g_o
SR THR-R-0-0-8 -0
K

80 - \¥\

Z
£ 604 -
=
[}
[
S 40-
[
@ i \éwg
T 90, \E Y, © Q\g,;
e
- T

T T
0 20 40 &0 a0 100 120
Tempo { min}

Figura 30. Bloqueio da resposta contratil em preparagdo nervo frénico diafragma isolado de camundongo NF-
DIC (estimulo indireto). A isoforma Bj-V incubada com a crotapotina F3 (V) e incubada com a crotapotina F4
(N). E o bloqueio para o veneno total de Bothrops jararacussu (1) e controle (O). (n=5). Nivel de
significincia das associagdes em relag@o ao controle (P<0,05).
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4.22 Determinacao da atividade neurotoxica da isoforma PLA, D49 Bj-V de Bothrops
Jararacussu incubadas na presenca de isoformas de crotapotina crotilica (F3 e F4) de

Crotalus durissus collilineatus na preparacao biventer cervicis de pintainho

Primeiramente foi ensaiada a isoforma Bj-V e o veneno total em auséncia das crotapotinas F3 e
F4 (Figura 31a). Evidenciou-se o bloqueio, tanto para a isoforma Bj-V quanto para o veneno total.
Depois foi ensaida a isoforma Bj-V, na presenca das duas isoformas de crotapotina crotalica F3 e F4,
provenientes de Crotalus durissus collilineatus. Este ensaio mostrou que, embora a atividade catalitica
possa ser diminuida, a poténcia no bloqueio da resposta contratil mostra-se evidente conforme a figura

31b.

Para ambas condicdes a razdo molar foi 1:1 na dose de 50 pg/ml respectivamente.
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Figura 31: Bloqueio da resposta contratil na preparacdo biventer cervicis de pintainho (estimulo de campo). Em
a) Efeito do veneno total de Bothrops jararacussu (V) e a isoforma Bj- V ([J) em ausenca das crotapotinas
crotdlicas F3 e F4. Em b) Bloqueio efeito da isoforma Bj-V incubada com a crotapotina F3 ([J) e incubada com

a crotapotina F4 (A) e controle (O) (n=5). Nivel de significincia das associa¢des em relacdo ao controle
(P<0,05).
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Ap6s a adicdo da dose (50 ug/ml) do veneno total de Bothrops jararacussu e da isoforma Bj-V,

na auséncia das crotapotinas crotdlicas, houve discreta diminuicao na resposta a adicdo de acetilcolina

(ACh) 55 e 100 mM (Figura 32).

Figura 32. Porcentagem de bloqueio da resposta
contraturante a acetilcolina (ACh), obtida apds 120
minutos de incubacdo com o veneno total e Bj-V de
Bothrops jararacussu, em miusculo biventer cervicis
de pintainho (n=5). Nivel de significincia das
amostras em relacdo ao controle (P<0,05).
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Este resultado mostra que as respostas contraturante a acetilcolina e ao KC1 13.4 mM néo foram

significativamente diferentes entre o veneno total e a isoforma Bj-V em auséncia das crotapotinas

crotalicas F3 e F4.

Para as incubagdes da isoforma Bj-V com as crotapotinas crotdlicas F3 e F4, nao foi

evidenciada uma ligeira alter¢ao na curvas de KCI (Figura 33).

Figura 33. Porcentagem de bloqueio da resposta
contraturante ao potassio, na forma de KCI, obtida
ap6s 120 minutos de incubag@o com veneno total e a
isoforma Bj-V de Bothrops jararacussu, em
musculo biventer cervicis de pintainho (n=5). Nivel
de significancia das concentragdes de 10 e 20 pg/ml
em relacdo ao controle (P<0,05).
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4.23 Purificacao da fracao neurotoxica Bt II a partir do veneno total de Bothrops alternatus,

em coluna de exclusao molecular Superdex G-75 (Waters) em LC

35 mg foram aplicados a uma coluna de exclusdo molecular Superdex G-75 acoplada a um
sistema LC (Waters), monitorado a 280 nm, a um fluxo constante de 0,3 ml/min. E foram obtidas trés

fracdes denominadas de Bt I, Bt II e Bt III, sendo a fracdo com atividade neurotdxica registrada no pico
Bt IT (Figura 34).

BtII MM

Aggpnm (—)

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Tempo { min.)

Figura 34 Cromatografia de exclusdo molecular em LC, utilizando uma coluna
Superdex G-75 (100 X 0.60cm) (Waters) do veneno total de Bothrops
alternatus. A corrida foi realizada com tampao bicarbonato de aménio (0,2M

pH 7.9), fluxo constante 0,3 ml/min. Monitorado a uma absorbancia de 280 nm.
As fragdes eluidas foram Bt I, Bt Il e Bt I1I.
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4.24 Purificacdo da fracao neurotéxica Bt II-2 a partir do veneno total de Bothrops alternatus

em coluna p-Boundapack C-18 (0.78 X 30 cm) (Waters) em HPLC de fase reversa

A figura 35 mostra o perfil cromatografico da fracdo Bt II, em uma coluna p-Bondapck C-18
(0.78 X 30cm) preparativa (Waters), acoplada a um sistema de HPLC de fase reversa. A fragdao Bt II,
previamente obtida em exclusdo molecular, mostra a presencga de quatro fracoes Bt 1I-1, Bt II-2, Bt II-3
e Bt II-4 (Figra 35), sendo a fracdo Bt II-2 a responsavel pelo efeito neurotoxico. A repurificagdo em
HPLC de fase reversa da fracao Bt II-2 mostra uma tnica banda na pista eletroforética € uma massas
molecular relativa de 14 kDa em relacdo aos marcadores de massas.

A amostra, posteriormente, foi submetida a mais uma etapa de re-purificacio em HPLC de fase
reversa para confirmar seu grau de pureza. O tempo de retengdo foi de 16,36 + 0,31 minutos. O perfil
cromatorgrafico da amostras Bt II-2 mostrou a presenca de um unico pico de elui¢do, como
representado na figura 36. As andlises em HPLC de fase reversa mostraram também que a fracdo BT

II-2 apresenta um grau de homogeneidade molecular ao redor de 95% de pureza.

Figura 35 Perfil cromatogrifico de purificacdo da
fracdo Bt II em HPLC de fase reversa, usando-se
uma coluna p-Bondapck C-18 (Waters). A eluigdo
da amostra é realizada usando-se um gradiente linear
continuo de concentra¢do do tampdo B (Acetonitrila
60%, TFA 0.025%). O fluxo é mantido constante a
2ml/min. O  monitoramento  da  corrida o 10 20 3 40
cromatografica é realizado a 280 nm de absorbancia e mp i)

Figura 36 Perfil cromatografico de re-purificacdo da T

fracdo Bt II-2 em HPLC de fase reversa, usando-se E

uma coluna p-Bondapck C-18 (Waters). A eluigdo g -
da amostra € realizada usando-se um gradiente linear *
continuo de concentra¢do do tampdo B (Acetonitrila

60%, TFA 0.025%). O fluxo é mantido constante a " LA
2ml/min. O  monitoramento  da  corrida ! - ' : ' - ‘

oY m N 0 10 20 38 4
cromatogréfica € realizado a 280 nm de absorbéncia. Tempo (min.)
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4.25 Analises de aminoacidos da fracao neurotoxicas Bt II-2 de Bothrops alternatus

Em relacdo a andlises de composi¢do de aminodcidos, a fracdo neurotdxica in vitro Bt II-2 de
Bothrops alternatus (Tabela 4) mostra ser uma proteina basica 32 (Lys, His e Arg). Mostra a presenca
de 14 cisteinas e o nimero da aminodcidos determinado (122) sugere que se trata de uma PLA,, por

compartilhar muitas das caracteristicas fisico-quimica deste grupo de proteinas.

Aminodcido Bt I1-2
Asx 10
Glx 6
Ser 5
Gly 9
His 7
Arg 6
Thr 7
Ala 5
Pro 5
Tyr 9
Val 5
Met 1
Cys 14
Ile 3
Leu 9
Phe 2
Lys 19
Trp *ND

Total 122

Tabela 4 Composicdo de aminodcidos da fragdo
Bt II-2 de Bothrops alternatus Os valores sdo
expressos em mol de aminodcidos por mol de
proteina. * Nao determinado
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4.26 Determinacao da estrutura primaria da fracio neurotoxica Bt II-2 de Bothrops alternatus

A PLA,; K49 Bt II-2 neurotoxica de Bothrops alternatus, usada na determinagdo da estrutura

primaria da PLA,, foi obtida e repurificada em HPLC de fase reversa.

A PLA; K49 Bt II-2 neurotdxica de Bothrops alternatus é considerada pura, pelos critérios de
homogeneidade molecular em SDS-PAGE, também pelo perfil cromatogriafico em HPLC de fase
reversa, que evidenciou um Unico pico simétrico de eluicdo e também pela andlise da regido N-

terminal, que confirmou o grau de pureza da PLA, K49 Bt II-2.

A determinacdo da estrutura primaria da PLA,; K49 Bt II-2 neurotdxica de Bothrops alternatus
€ obtida pelo sequenciamento N-terminal até o 24° residuo. E dos peptideos pela digestdo enzimatica da
PLA; K49 Bt II-2 neurotéxica de Bothrops alternatus, pelas proteases SV8 de Staphylococcus aureus e
pela tripsina bovina de alto grau de seqiiéncia (Sigma), separadas em HPLC de fase reversa (Figura 37a

eb).

O sequenciamento dos peptideos Trp-04, obtidos por digestdo com tripsina bovina de alto grau
de seqiiéncia e repurificados em HPLC de fase reversa, confirmou parte da seqiiéncia N-terminal do
20° até 42° e permitiu um aumento da seqiiéncia da regido N-terminal por mais 25 residuos. O
sequenciamento de Trp-10 permitiu a formacdo de uma regido de sobreposicdo entre a por¢ao Trp-04
da molécula com a seqii€éncia de Trp-07, permitindo, desta forma, a constru¢do da PLA, K49 Bt 1I-2

neurotoxica de Bothrops alternatus até 63° residuo.

Os peptideos SV8-02, Trp-06 e Trp-09 foram essenciais para a determinagdo da seqiiéncia C-

terminal, permitindo a unido da regido C-terminal com o restante da cadeia.

A estrutura primdria completa da PLA, K49 Bt II-2 neurotéxica de Bothrops alternatus,
determinada pela sobreposi¢do do seu N-terminal e dos peptideos seqiienciados, € mostrada na Figura

37c, sendo sua estrutura primdria formada por 121 residuos de aminodcidos.
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Figura 37 a) Eluicdo dos peptideos produzidos pela digestdo com tripsina bovina de alto grau de
seqiiéncia (Trp) e SV8 b) Peptideos digeridos, usados na determinacdo da seqii€ncia de aminoacidos
da PLA, K49 Bt II-2 neurotéxica de Bothrops alternatus € em c) os peptidios necessdrios que
contribuiram para a determinacao da estrutura primaria.
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4.27 Homologia seqiiencial da PLA; K49 Bt II-2 neurotoxica de Bothrops alternatus com outras

PLA,

A andlise da estrutura primaria da PLA, K49 Bt II-2 neurotdxica de Bothrops alternatus e sua
homologia seqiiencial com outras PLA; K49 provenientes de veneno de serpentes mostram uma alta
homologia de até 98% (Figura 38). Essa homologia diminui quando comparada com outras PLA, D49
também provenientes de veneno de serpentes. As regides sombreadas e como um * indicam o
posicionamento das cisteinas ao longo da cadeia polipetidica, os pontos: a identidade e os tracos (-)

correspondem aos gerados pelo sofware usado no alinhamento.

Quando a PLA, K49 Bt II-2 neurotéxica de Bothrops alternatus é comparada com PLAj
ativas, esta homologia se mantém em torno de 96 a 98%. A posicao dos residuos de cisteina se encontra
em posi¢des idénticas com as outras PLA,, K49, mas essa identidade diminui frente as PLA; D49. No

entanto, trata-se de PLA,; provenientes de veneno de serpentes que mantén varios motivos (motif)

estruturais.
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Figura 38 Alinhamento da PLA, K49 Bt II-2 neurotéxica de Bothrops alternatus com outras PLA,: Myotoxin-II
(Francis, B., et al., 1991), BthTX-I (Cintra, A.C., et al., 1993), PrTX-I (Toyama, M.H., et al., 1998), PrTX-II
(Toyama, M.H., et al., 2000), Myotoxin-II(*) (Soares, A.M., et al., 1997), Myotoxin-I Kaiser, L1, et al., 1990),
BthTX-II (Pereira, M.F., et al., 1998), PrTX-III (Toyama, M.H., et al., 1999).1
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4.28 Determinaciao da massas molecular por espectrometria de massas (MALDI Tof) da fraciao

neurotéxica Bt I1-2 de Bothrops alternatus

Através desta analise, pode-se constatar a pureza da PLA, K49 Bt II-2 neurot6xica de Bothrops
alternatus obtida a partir da cromatografia em HPLC de fase reversa.

A fracdo PLA, K49 Bt II-2 neurotéxica de Bothrops alternatus apresenta uma massas
molecular de 13898.71 Da (*) (Figura 39). A determinac@o da massas molecular real mostra que ndo
existe diferenca significativa entre a massas determinada por eletroforese em SDS-PAGE e a analise de
composic¢io de aminodcidos.

De acordo com o tipo de técnica empregada de espectrometria de massas (MALDI-Tof) (Figura
39), pode-se notar a presenca de dois picos a mais, um de massas 6950.15 Da e outro de 27780.48Da
respectivamente. Cada um deles representa a massas dividida por dois mais um préton (H') e outro a
massas multiplicada por dois, referidos a formacao de um dimero da massas real (2X), o que confirma
que os parametros empregados na determinagdo de tipo linear foram adequadamente calibrados com o

respectivo calmix de acordo com a massas a determinar.

100 13898.71 6.1E+3
90
80
704 27780.48
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50+

40+
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6950.15
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| l . [ ‘ 0
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Figura 39 A massa molecular da fracdo neurotoxica Bt II-2 (*) de Bothrops alternatus € analisada por
Espectrometria de Massas, utilizando-se um Voyager DE PRO Maldi-TOF mass spectrometry. 1 pl. da

amostra em TFA. 0,1% € misturada em 2 pl. da matriz. e analisada sob as condicdes seguintes: aceleracao de
voltagem 25 kV, o laser ajustado a 2890 mJ/com?, em 300 ns e o modo de andlise ¢ linear.
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4.29 Registros miograficos do veneno total e as fracoes isoladas Bt II e Bt II-2 de Bothrops

alternatus

As doses ensaiadas para o caso do veneno total sdo de 50 e 100 pg/ml. e, para as fracdes Bt 11
e Bt II-2, de 10 e 20 pg/ml., conforme a figura 40. Os resultados de veneno total evidenciam um
quase ligeiro efeito neurotéxico, mas a diferenca das fracdes isoladas Bt II — por exclusao molecular
em coluna de Superdex G-75 LC (Waters) e Bt 1I-2. em HPLC de fase reversa em coluna p-
Bondapack C-18 — mostra a fragao Bt II-2 ser eminentemente neurotdxica, ao produzir bloqueio na
transmissao neuromuscular na preparacdo biventer cervicis de pintainho (Fig. 41 e 42).

O tempo necessdrio para se obter um bloqueio de 50%, para Bt II (10 pg/ml.), € de 67,94;
min. e para a dose de 20 pg/ml., é de 47,16 min. Para o caso das fra¢des Bt II-2, é (10 pg/ml.) 24,90
min.; e para a dose de 20 pg/ml., € de 18,97 min respectivamente. As figuras 41 e 42 mostram os

registros da resposta contratil, apresentando os efeitos do veneno total, Bt II e Bt II-2.
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Figura 40 Representacdo grafica da resposta contritil em preparacio biventer cervicis de pintainho (Estimulo
indireto) do veneno total de Bothrops alternatus (50 pg/ml.) (<), 100 ug/ml. (X)), Bt I 10 pg/ml. (d), Bt I 20
pug/ml. (O), Bt II-2 10 ug/ml. (V) e Bt II-2 20 ug/ml. (A), controle ( @ ) (n=5). Nivel de significAncia em

relacdo ao controle (P<0,05) (n=5). Nivel de significancia das fra¢cdes Bt II e Bt II-2 em relacdo ao controle
(P<0,05).
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Figura 41 Registros da for¢a de contracdo muscular na preparagdo biventer cervicis de pintainho (Estimulo de
campo). Perfis miogréficos dos efeitos da fracdo Bt II nas doses de 10 e 20 pug/ml., demonstrando o bloqueio.
Em 0 a adi¢ao das amostras. A resposta contratil a Acetilcolina, 10 pg/ml [J e 20 pg/ml. M e KCI 13,4 mM
A
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Figura 42 Registros da forca de contracdo muscular na preparacdo biventer cervicis de pintainho (Estimulo
indireto). Perfis miograficos dos efeitos da fracdo Bt II-2 nas doses de 10 e 20 pg/ml., demonstrando o
bloqueio. Em 0 a adi¢do das amostras. A resposta contratil a Acetilcolina, 10 pg/ml [J e 20 ug/ml. Il ¢ KCI1
13,4 mM A.
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4.30 Registros miograficos da fracio Bt II-2 de Bothrops alternatus sob estimulo elétrico

direto e indireto, em uma mesma preparacio (nervo frénico-diafragma isolado de

camundongo), na dose de 10 e 20 pg/ml.

A fragcdo Bt II-2 foi estudada em duas doses (10 e 20 pg/ml). Este tipo de experimento €

avaliado em uma mesma preparacdo, nervo frénico-diafragma isolado de camundongo, sob estimulo

direto e indireto.

Conforme a Figura 43, pode-se evidenciar que o bloqueio neuromuscular ocorre sob a forma

indireta via nervo e ndo direta via musculo, sendo possivel, a partir deste experimento, obter valiosas

informacdes que serdo discutidas adiante.

Bt 1l-2
Botrhops alternatus
Dose:10 pg/mL.

mu i

a0 100 110 120

Gz 0 10
Botrhops afternatus
Dose:20 pg/mL.

L

60 70 80

90 100 110 | 120
Tempo (min.) L

Figura 43 Registro da for¢a de contragdo muscular em preparagdo nervo frénico diafragma isolado de
camundongo (estimulo direto e indireto). Perfis miograficos sobrepostos da fragcdo neurotdxica Bt 1I-2 de

Bothrops alternatus nas doses de 10 e 20 pg/ml.,

evidenciando um bloqueio da transmissdo neuromuscular

(n=5). Nivel de significincia das concentragdes de 10 e 20 pg/ml em relacdo ao controle (P<0,05).
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4.31 Estudos Electrofisiolégicos:
4.31.1 Efeitos da PLA, K49 Bt II-2 neurotoxica de Bothrops alternatus sobre o potencial de

repouso na regiao da placa motora

O potencial de repouso na regido da placa motora sdo captados através da inser¢do de
microeletrodo nas fibras musculares, tanto na regido da placa motora, quanto fora dela. Nestes
experimentos se verifica o efeito da neurotoxina sobre a freqii€ncia e a amplitude dos potenciais de
placa terminal em miniatura, onde se usa a neurotoxina na dose de 1 pg/ml.

A figura 44 mostra que a regido da placa motora, na presenga da PLA,; K49 Bt II-2 neurotoxica
de Bothrops alternatus na concentracao de 1 pg/ml ndo € capaz de levar a mudancas no potencial de
membrana, pois ndo leva a uma despolarizacdo do potencial de repouso.

A presenca de carbacol na concentracdo de 12 pg/ml € capaz de levar a um estado de
despolarizacdo da placa, que se comporta como um controle positivo reversivel capaz de criar uma

despolarizacdo da membrana muscular. Na pds-lavagem, observa-se a re-polarizacdo da membrana.
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Figura 44 Representacdo grifica do efeito da PLA, K49 homdloga de Bothrops alternatus no potencial de
repouso o membrana (PM) na regido da placa motora (n=5). Nivel de significncia da concentragdo de 1pg/ml
em relacdo ao controle (P<0,05).
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4.31.2 Efeitos da PLA, K49 Bt II-2 neurotéxica de Bothrops alternatus sobre o potencial de

repouso fora da regido da placa motora

A figura 45 mostra que, na regido fora da placa motora, em presenca da PLA, K49 Bt 1I-2
neurotoxica de Bothrops alternatus na concentragdo de 1 pg/ml, ndo hd mudancas no potencial de
membrana (PM), ja que ndo ha alteragdo da condutancia (mV).

A presenca de carbacol na concentracdo de 12 pg/ml é capaz de levar a um estado de
despolarizacdo da placa, que se comporta como um controle como o curare, que é capaz de

despolarizara membrana. Na pds-lavagem, observou-se a re-polarizacdo da membrana.
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Figura 45 Representacdo grafica do efeito da PLA, K49 homoéloga de Bothrops alternatus no potencial de
repouso o membrana (PM) na regido fora da placa motora (n=5). Nivel de significncia da concentragcdo de 1
pg/ml em relacdo ao controle (P<0,05).



77
4.32 Determinacio da DLs,
A atividade letal (DLsp) da toxina Bt-1I-2 € testada por via intravenosa e € estimada em 7,04
mg/kg, atingindo um intervalo de confianga (CI95%) 5,9 mg/kg — 9,05 mg/kg. E utilizado o método

de Probits para a determinacdo da Dosis Letal.

4.33 Caracterizacao miotoxica “in vivo” da neurotoxina Bt I1-2 isolada de Bothrops alternatus
A fracdo isolada e caracterizada como neurotoxina do veneno total de Bothrops alternatus,

denominada Bt I1-2, foi caracterizada como uma miotoxina de acordo com os seguintes ensaios:

4.33.1 Determinaciao dos niveis de CK plasmaticos “in vivo” intramuscular e intravenoso

Os estudos realizados para determinar o efeito miotoxico da fracdo Bt-II-2 “in vivo” foram
feitos em camundongos inoculados com a fracdo, em uma concentracdo de 20 pg. Foram aplicados por
via intramuscular e intravenosa.

Os resultados mostram que os niveis de CK plasmaticos aumentam drasticamente nas primeiras
6 horas do tratamento, por via intramuscular, atingindo até 1392.63 + 175.87 U/L de CK nas primeiras
2 horas gradativamente até atingir os niveis normais, apos 9 e 24 horas. Mas quando a fracdo ¢
administrada por via intravenosa mostra um comportamento tipo controle, pois os niveis de CK nao

aumentam (Figura 46).
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Figura 46. Representagdo grafica da atividade miotdxica da fragdo Bt 1I-2 de Bothrops alternatus inoculado em
camundongo de 20 g de peso. Mostra-se o curso-tempo dos niveis de creatina kinase (CK) incrementados ao
longo do tempo depois de adminstrada a fragdo (20 pg). Intramuscular (o) e intravenoso (V) (n=5). Nivel de
significancia da fracdo em relag¢do ao controle (P<0,05).
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4.33.2 Estudo do efeito citotoxico através dos niveis de LDH em cultura celular de mioblastos e

miotubos (C2C12)

O efeito citotéxico ensaiado em cultura celular de mioblastos e miotubos (C2C12) da fragcdo
mostra um comportamento citotéxico, pois, a medida que as doses da fracdo vao sendo acrescentadas,
os niveis de LDH também aumentam significativamente depois de acrescentada a fracdo Bt II-2,

atingindo até 87.05 + 7.45 % para mioblastos e 91,56 + 43,58 % para miotubos, tal como se evidencia

na figura 47.
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Figura 47. Representacdo grafica da atividade citotéxica da fracdo Bt-1I-2 de Bothrops alternatus “in vitro”,
sob cultura celular de mioblastos emiotubos (C2C12). A lise celular foi estimada pela liberacdo da enzima
lactato desidrogenase (LDH) do sobrenadante, apés 3 horas de exposi¢do da fracdo, em um volume de 150
uL/poco. Cada ponto representa a média + SD do triplicado da cultura celular.

4.33.3 Determinacao do efeito inflamatorio

Foi estimada a acdo inflamatéria da fracdo Bt II-2 “in vivo” sob a regido intraplantar de
camundongo, inoculando-se a fragdo em vérias concentragdes (2.5, 5, 10 e 20 ug). A figura 48 mostra a
acdo edematizante da fragdo, observando-se um comportamento proprio deste tipo de toxina. Apds 24

horas, o efeito inflamatério diminui drasticamente até alcancar os niveis normais.
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Figura 48. Representacio grafica da atividade inflamatéria da fracdo Bt-1I-2 de Bothrops alternatus inoculado
na regifo intraplantar de camundongo de 20 g de peso. O aumento do volume de inflamacdo atingida pela pata
do animal ao longo do tempo, até 24 horas, sendo comparado com o controle e expressado em porcentagem de
edema induzido. As doses aplicadas foram 4 (2.5, 5, 10 e 20 pg respectivamente) (n=5). Nivel de significancia
das concentragdes em relacio ao controle (P<0,05).
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V.  DISCUSSA0

CAPITULO I

PURIFICACAO, CARACTERIZA CAO FISICO-QUIMICA E ESTUDO NEUROTOXICO IN
VITRO DE VENENOS CROTALICOS E BOTROPICOS

5.1 Purificacao e caracterizacao bioquimica e neurotoxica da fracio V-1 de Crotalus durissus
collilineatus

A crotoxina proveniente de Crotalus durissus terrificus fol caracterizada como sendo a mais
representativa das subespécies das cascavéis sul-americanas e, sendo a mais abundante (50% do
veneno), esta possui diferentes atividades biolégicas como: PLA; e neurotoxicidade pré e pds-sindptica
(Bon et al., 1979, Hawgood e Santana de S, 1979).

A purificacio da crotoxina de Crotalus durissus terrificus € feita em varias etapas
cromatograficas, partindo-se de uma coluna convencional de Sephadex G-75, indo para CM-celulose e,
em seguida, para a purificacdo das isoformas em sistemas de HPLC de fase reversa ou entdo troca
ionica em HPLC. Faure e Bon (1988), assim, conseguiram purificar varias isoformas de crotoxina.
Utilizando 16 etapas cromatogréficas, chegaram a isolar 16 isoformas de crotoxina.

No entanto, esta metodologia tem alguns aspectos negativos que merecem ser avaliados, como a
perda de material durante as indmeras etapas e o gasto de tempo experimental. Aguiar et al. (1997)
propuseram um novo método, mais ripido, de purificacio da crotoxina por cromatografia de
isofocaliza¢ao. Contudo, os resultados foram confusos, associados a quantidade reduzida de material
obtido.

A nossa proposta foi desenvolver um método, ndo s6 capaz de fornecer material com alto grau
de homogeneidade molecular, mas também que pudesse revelar a presenca de alguma fracdo nao
descrita na literatura ou mal caracterizada, que pudesse ser ttil como ferramenta molecular nos estudos
dos canais 10nicos. e, a0 mesmo tempo, poder dispor de quantidades razodveis de material para a
realizacdo dos experimentos propostos.

O fracionamento convencional do veneno de Crotalus durissus terrificus e de outras
subespécies crotdlicas mostra um perfil cromatografico caracteristico, composto de quatro fragcdes
principais, eluidas por exclusao molecular na seguinte ordem: convulxina (fracdo I), giroxina (fragdo

II), crotoxina (fragdo III, IV e V) e crotamina (fracao V). Dados bioquimicos e farmacoldgicos tém sido
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descritos na literatura para essas fracdes de veneno crotélico, sendo consideradas como molecularmente
homogéneas.

A andlise cromatografica dos venenos de Crotalus durissus collilineatus (Figura 1a) e Crotalus
durissus terrificus (veneno branco e amarelo; Figura 1b, ¢ respectivamente) mostra a presenga de uma
fracdo (V) que, nos venenos, foi eluida entre as fragdes de crotoxina e crotamina.

A combinagao de HPLC de exclusio molecular com HPLC de fase reversa mostrou ser
eficiente. Houve preservacao da seletividade assim como também da capacidade de resolugdo e do alto
grau de homogeneidade molecular e atividade bioldgica.

Nossos resultados, utilizando cromatografia de alta eficiéncia (HPLC de exclusdo molecular),
mostram que os venenos de Crotalus durissus collilineatus e Crotalus durissus terrificus (branco e
amarelo) podem ser decompostos em mais de quatro fracOes, dentre as quais uma nova fracdo
denominada V, eluida entre as fracdes crotoxina e a crotamina.

O maior grau de eficiéncia cromatografica obtida em nossos experimentos leva a supor que a
fracdo V (10 kDa) foi discriminada do complexo crotoxina (23 kDa). Laure (1990) mostrou um perfil
cromatografico com a presenga de uma fracdo denominada Inter-CRO, eluida entre o complexo
crotoxina e crotamina, sendo considerada como uma iso-crotoxina, nao sendo caracterizada bioquimica
e farmacologicamente.

Desta forma, conseguimos isolar, a partir da re-purificacio de Cdcoll V, a fracio V-I,
responsavel pelo efeito neurotéxico facilitador (Figura 2), através da padronizacdo de duas
metodologias de purificacdo, em larga escala, de toxinas e neurotoxinas de Crotalus durissus
collilineatus.

Estudos de neurotoxicidade in vitro, da fracdo V-1 proveniente de Crotalus durissus
collilineatus, mostram evidente atividade neurotoxica facilitatéria. Nossos resultados permitem
concluir que vdrios efeitos, descritos anteriormente para crotoxina e denominados como efeito trifasico
(Chang e Lee 1977), ocorreriam devido a presenga dessa fracdo na crotoxina. Quando testamos
crotoxina sem a presenca de V-1, notamos a auséncia do efeito trifdsico (tese de mestrado 2001, Luis
Alberto Ponce Soto).

A andlise de aminodcidos da V-1 (Tabela 1) revela que se trata de uma proteina 4cida, diferente
da crotoxina e da crotamina, com um elevado conteddo de prolina (25), que provavelmente € o
responsdvel pelo dobramento desta em sua estrutura secunddria. E a presenga de aminodcidos
hidrofébicos poderia estar relacionada com sua poténcia neurotéxica. Sabe-se que a distribui¢ao de

carga apropriada e residuos nao polares ou hidrofébicos sobre a superficie da B-neurotoxina Ts 1 de
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Tityus serrulatus determina a especificidade com o canal de Na* (Polikarpov, L., et al., 1999). Em tal
sentido, provavelmente a fracdo V-1 poderia agir sobre determinados canais.

Os estudos obtidos por espectrometria de massas (Maldi-Tof) mostram que a neurotoxina V-1
apresenta um alto grau de pureza e homogeneidade molecular (Figura 3), sendo sua massas molecular
de 9859,45 Da diferente da crotoxina (23 kDa) (Ponce-Soto, et al., 2002) e da crotamina (4.8 kDa)
(Toyama, et al., 2000, 2003).

Na preparacdo nervo frénico-diafragma isolado de camundongo, a fragdo V-1 foi capaz de
induzir um processo de facilitacdo nos registros miograficos nas doses de 10 e 20 pg/ml mostrando ser
dose-dependente (Figura 4 e 5). Esse resultado poderia levar a crer que teriamos purificado uma nova
crotamina, mas os dados das caracteristicas fisico-quimicas (tempo de reten¢do-cromatografia; massas
molecular relativa- SDS-PAGE; massas molecular-espectrometria de massas) e a observacdo somente
do efeito facilitador dose-dependente na preparacdo nervo frénico-diafragma isolado de camundongo,
dados esses diferentes da crotamina que possui um efeito facilitador seguido de um bloqueio na
transmissao neuromuscular (Figura 6a e b), revelam que se trata de uma fragao desconhecida.

A fracdo V-1 frente a preparacdo biventer cervicis de pintainho mostrou um comportamento
neurotoxico in vitro facilitador bastante proeminente, seguida de um bloqueio total, diferentemente da
crotoxina que mostra um efeito facilitador discreto e um bloqueio total (tese de mestrado 2002 Luis
Alberto Ponce Soto), como mostrado na representacdo grafica (Figura 7) e no registro miogréfico
(Figura 8). Esta diferenca de efeitos pode estar relacionada com as diferencas morfofisioldgicas entre
musculo esquelético de mamifero e ave (inervacao uni e multifocal, nervo frénico-diafragma isolado de

camundongo e biventer cervicis de pintainho respectivamente) como sugirido por Harvey, et al. (1994).

5.2 Caracterizacdo fisico-quimica e biolégica dos componentes do complexo crotoxina,

isoformas de crotapotina F3 e F4, e PLA; (F6) de Crotalus durissus collilineatus

Desde os trabalhos iniciais de Breithaup (1975) até os recentes (Oliveira et al., 2002), tem-se
isolado isoformas de componentes da crotoxina de Crotalus durissus terrificus, Crotalus durissus
cascavella (Beghini, et al., 2000). Ponce-Soto et al. (2002) tém purificado duas isoformas de
crotapotina F3 e F4 e uma de PLA, F6 de Crotalus durissus collilineatus, para assim tentar
compreender melhor tanto a relagdo que existe entre estrutura-funcdo deste heterodimero, quanto suas
subunidades na forma isolada.

Para a obtencdo das isoformas de crotapotina F3 e F4, como de PLA2 de Crotalus durissus
collilineatus seguio-se a metodologia estabelecida por Ponce-Soto et al. (2002). A andlise de

aminoacidos das isoformas da crotapotina (F3 e F4) e da PLA, (F6) (Tabela 2) mostrou semelhaca aos
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resultados obtidos para Crotalus durissus terrificus (Lennon e Kaiser, 1990) e Crotalus durissus
cascavella (Beghini, et al., 2000). Onde a isoforma F3 possui uma massa de 8691 Da e F4 9343 Da,
ambas de carater adcido e a PLA; (F6) com massa de 14943 Da com um carater basico.

Uma das caracteristicas estruturais mais importantes das PLA,, provavelmente € a presenca de
acido aspartico (D49) nas PLA,; cataliticamente ativas. Nessa regido molecular se localiza o sitio onde
este residuo é um dos responsaveis pela ligagdo com o cdlcio, que € um cofactor essencial da atividade
enzimatica. A conservacdo dos segmentos 44-50 e 28-32 representa a regido mais diretamente
envolvidas com a fun¢do catalitica. Estas seqiiéncias também poderiam ter uma grande importancia
estrutural dentro das PLLA, neurotdxicas com atividade catalitica (Arni e Ward, 1996).

Para as PLA,; D49, existem, como regra, trés residuos conservados na porcao N-terminal que
sdao Q(4), F(5), 1(9), enquanto, nas variantes PLA, K49, estas possuem L(5) no lugar de Q(5) (Arni e
Ward, 1996).

O estudo de homologia seqiiencial das PLA, D49 mostram determinadas posicdes altamente
conservadas. Na posicdo 2-10, predomina a seqiiéncia (LLQFNKMIK), 19-21 (PFY), 24-29
(YGCYCQG), 31 e 32 (GG), 34 (G), 36-38 (PKD), 40-51 (TDRCCFVHDCCY), 54 (L), 57 (C), 60 (K),
62 (D), 64 (Y), 66 e 67 (YS), 69 (K), 71, (G), 73 1), 75 e 76 (CG), 78 ¢ 79 (GT), 81 e 82 (CE), 85-90
(ICECDR), 92 E 93 (AA), 95 (C), 100 (L), 102 E 103 (TY), 107 E 108 (YM), 110 (Y), 115 (C), 120
(E) e 122 (C), sendo de extrema importancia para o desenvolvimento da atividade catalitica (Arni e
Ward, 1996).

Nosso resultado a PLA, F6 (Figura 10) possue um alto grau de homologia ndo somente
seqliencial, mas também estrutural, de acordo com as fosfolipases A, descritas até o presente
(Gutierrez, et al., 1995; Arni e Ward, 1996; Oliveira et al., 2002).

A PLA; F6 possuem uma alta homologia seqiiencial (90%). Com outras PLA, neurotéxicas,
este valor se vé diminuido, quando se compara com outras PLA; provenientes de serpentes botropicas.
A andlise da seqiiéncia mostra a posi¢do extremamente conservada dos residuos de cisteinas, quando
comparadas com as seqiiéncias de outras PLA,. Assim temos as cisteinas nas posicdes 26, 28 43, 44 49,
50, 57, 75, 81, 86, 88, 95115 e 121, as mesmas que se encontram formando provavelmente as sete
pontes dissulfeto.

A seqiiéncia da PLA, F6 mostrou uma alta identidade seqiiencial (85-90%), com a crotoxina B,
caracterizada previamente por Aird e Kaiser (1985) e Aird et al. (1989). A F6 apresentou a regido C
terminal rica em lisina, que — segundo Lomonte, et al. (1994); Gutierrez e Lomonte (1995), Selistre de

Araujo, et al., (1996) — € responsdvel pelo processo de miotoxicidade.
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A agdo das PLA; D49 poderia ser classificada como neurotéxica ou como uma combinacao de
neurotoxica e miotoxica (Selistre de Aradjo et al.,1996).

Os estudos realizados por Bon, et al, 1979, 1989 e Fraenkel-Conrad 1982, tém revelado o
efeito neurotéxico da crotoxina do veneno de Crotalus durissus terrificus. O complexo crotoxina atua
de forma sinérgica, onde o componente dcido (crotapotina) estaria potencializando o efeito neurotéxico
da crotoxina, como descrito Rubsamen, et al. (1971) eini (1997). A crotapotina foi inicialmente descrita
como uma molécula “chaperone” das fosfolipases A, de Crotalus durissus terrificus. A crotapotina
potencializa a toxidade da PLA; (Bon, et al., 1979); e este fendmeno de potencializacio € interpretado
como um fendmeno farmacocinético, onde o componente dcido pode proteger a fosfolipase A, da
inativacdo por ligacdo a sitios de baixa afinidade. No entanto, a crotapotina inibe a atividade enzimatica
da PLA,. (Kini, 1997).

Em nosso trabalho, foi evidenciada a presenca do efeito sinérgico nos experimentos de
recombinacdes dos componentes da crotoxina de Crotalus durissus collilineatus F3 + F6 e F4 + F6, nas
doses de 10 e 20 pg/ml, na razdo molar de 1:1 (m/m), mostrando o efeito neurotéxico no bloqueio da
transmissao neuromuscular, evidenciado pelo bloqueio da resposta contratil como mostrado no registro
miogréfico, na preparacdo biventer cervicis de pintainho (Figura 11, 12 e 13). Estes resultados s@o
semelhantes na preparacdo nervo frénico-diafragma isolado de camundongo, onde se estuda a
recombinacdo das isoformas de crotapotina (F3 e F4) e PLA, (F6) de Crotalus durissus collilineatus
(Tese de mestrado Luis Alberto Ponce Soto).

Esses resultados confirmam a integridade da crotoxina de Crotalus durissus collilineatus, em
seu rearranjo molecular para desencadear o efeito neurotoxico, demonstrando assim a otimizagdo de
nossas metodologias de purificacdo que leva a conservacdo da funcao bioldgica das proteinas isoladas.

O efeito irreversivel da resposta contritil ao efeito neurotéxico da crotoxina re-associada pds-
adicao de acetilcolina e KCl, da crotoxina re-associada de Crotalus durissus collilineatus em biventer
cervicis de pintainho, esteve presente em todos os registros miograficos (Figura 12 e 13).

Os estudos das fracdes isoladas do complexo crotoxina de Crotalus durissus terrificus
(crotapotina e fosfolipase A;) tém demonstrado a auséncia do efeito neurotdxico na juncdo
neurmuscular e foram considerados como desprovidos de atividade farmacoldgica, tanto em musculo
esquelético de camundongo, por Slotta e Fraenkel-Conrad (1938); Chan e Lee (1977); Haberman e
Breithaupt, (1978)y Verheij, et al., (1981) e Gopalakrishnarone, et al., (1984), quanto em musculo
esquelético de ra, por Hawgood e Santana de Sa S. (1979).

Nos estudos de neurotoxicidade in vitro na preparagdo de nervo fréncio diafragma-isolado de

camundongo, a crotoxina de Crotalus durissus collilineatus mostra-se semelhante as estudadas por
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Ponce-Soto, L.A (Tese mestrado 2001 Luis Alberto Ponce Soto). Na preparacdo biventer cervicis de
pintainho, o efeito neurotdxico in vitro das isoformas de crotapotina F3 e F4 sdo semelhantes aos do
nervo frénico diafragma-isolado de camundongo, do complexo crotoxina de Crotalus durissus
collilineatus nas doses de 10 e 20 pg/ml mas, no caso da PLA, (F6), foi observado o contrdrio. Nas
doses de 10 e 20 pg/ml leva a um efeito neurotéxico de forma isolada ao produzir um bloqueio da
transmissao neuromuscular (Figura 14, 15 e 16).

O efeito neurotdxico in vitro da PLA, (F6) de Crotalus durissus collilineatus refor¢a nossos
estudos para realizar uma melhor caracterizacdo farmacoldgica, desde a eletrofisologia, que serd
abordada em outro momento. Os estudos realizados por Harvey et al. (1994) sugerem usar a preparagao
biventer cervicis de pintainho como a mais indicada para testar neurotoxinas, pela sua alta
sensibilidade, embora estes diferentes mecanismos de acdo possam ser facilmente diferenciados,
usando-se as preparacdes de nervo frénico diafragma isolado de rato ou camundongo; a preparacdo
biventer cervicis de pintainho resulta ser a mais eficiente. Uma neurotoxina pura pré-sinapticamente
ativa poderia abolir a resposta contrétil provocada, sem afetar as respostas aos agonistas colinérgicos
ou as respostas a estimulacdo direta pelo KCI. Neurotoxinas ativas pds-sindpticas bloqueariam tanto
respostas aos agonistas colinoceptores, quanto a estimulacdo indireta, mas nao afetariam as respostas a
elevadas concentracdes de potdssio ou a estimulacao direta.

Estudos feitos com veneno total de Crotalus durissus terrificus evidenciam alteracioes locais
irrelevantes, sendo o veneno caracterizado mais por seus potentes efeitos neurotéxicos e atividades de
mioxicidade sistémica do que por alter¢des renais e trastornos da coagulacdo sangiiinea (Gutierrez e
Lomonte 2003, Fan, et al., 1995).

Segundo o proposto por Gutierrez, J.M. e Ownby, C.L. (2003), as PLA; sdo os componentes
miotoxicos mais importantes nos venenos de serpentes, induzindo eventos de degenaracdo muscular.
As PLA,s miotéxicas ligam-se aos aceptores da membrana plasmatica, os quais poderiam se tratar de
lipidos ou proteinas, podendo diferir de sua afinidade pelas PLA..

Ao ligar-se as PLA;s miotoxicas, estas produzem uma destruicdo da membrana através de
mecanismos cataliticos ou mecanismos independentes de atividade PLA,, no entanto, provocam uma
entrada de Ca®* bastante pronunciada e que, por sua vez, produzem uma série de eventos degenerativos
associados com uma hipercontracio, ativacdo de calpinas e PLA, citos6licas e mitocondriais Ca**-

dependentes (Esquema 3).
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PLA 2 miotoxicas Tecido compartamentalizado onde foi
invectado o veneno
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Esquema 3. Modelo hipotético que explica a diferenca entre PLA,s miotéxicas predominantemente locais (O), e
PLA,s que induzem uma miotoxicidade sistémica (@®). No compartimento de tecido do mdsculo, as PLAs
miotdxicas agem localmente e ligam-se a sitios de baixa-afinidade e alta afinidade aos aceptores presentes no
musculo da membrana celular; com relagdo aos aceptores, estes se encontram presentes nas células ndo
musculares (c.n.m.) ou ligando-se a células ndo musculares e sendo seqiiestrada uma quantidade significante de
PLA,s. Uma propor¢do reduzida destas PLA,s chega ao compartimento central vascular, onde elas ligam-se a
células ndo musculares de sangue. Poucas moléculas de PLA, livres chegam a outros compartimentos do
musculo em sitios distantes, onde elas também se ligam a células ndo musculares. Como conseqiiéncia deste
modelo toxicocinetico, o dano do musculo por estas PLA;s limita-se principalmente ao sitio de inje¢do, com uma
miotoxicidade sistémica muito pequena. Em contraste, as PLA,s miotéxicas locais e sistémicas sao
caracterizadas devido ao fato de apresentarem uma ligagdo muito seletiva aos aceptores no misculo da
membrana plasmadtica celular, induzindo primeiro uma miotoxicidade local. Assim uma propor¢cdo pequena
destas PLA,s ligam-se as membranas de células ndo musculares, onde uma quantidade significativa destas
PLA;s alcancam a corrente sangiiinea e se distribuem aos misculos de outras regides do corpo, ligando-se
preferencialmente ao misculo das membranas celulares, produzindo um dano muscular de forma extensa
(Gutiérrez e Ownby 2003).

Em nossos estudos de mitoxicidade local e sist€émica, da PLA, F6 de Crotalus durissus
collilineatus, evidenciamos um efeito miotéxico sist€émico in vivo, ao aumentar os niveis de creatino
kinase (CK) séricos, quando administrados em niveis intramuscular e intravenoso em camundongo
(Figura 17), revelando deste modo um dano muscular a distancia. Estes resultados corroboram
plenamente com a hipétese estabelecida por Gutierrez e Ownby (2003), revelando que a PLA, F6 de
Crotalus durisssus collilineatus é a responsdvel pela miotoxicidade sist€émica no veneno, e ela é
altamente especifica, ndo sendo seqiiestrada por nenhum tipo de aceptores na corrente sangiiinea ao

unir-se com uma alta afinidade a receptores presentes no musculo esquelético de camundongo.
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Os modelos de cultura celular de citotoxicidade indicam que algumas PL A, miot6xicas afetam
miotubos diferenciados em um processo de diferenciagdo celular de forma muito seletiva,
considerando-se que existem outras PLA, com um efeito amplo (Gutierrez e Ownby, 2003).

Recentes estudos demostram uma alta suceptibilidade de PLA2 de veneno de serpentes
pertencentes a grupo Il a miotubos do que para mioblastos (C2C12) (Angulo e Lomonte 2005). Por
outro lado, a auséncia do efeito citotéxico da crotoxina em cultura celular de mioblastos C1C12, revela
que o efeito citotoxico é de responsabilidade da subunidade B (PLA;) isolada do complexo
heterodimérico (Lomonte, et al., 1999).

Nossos resultados de citotoxicidade da PLA, (F6) de Crotalus durissus collilineatus em
mioblastos e miotubos confirmam o proposto por Angulo e Lomonte (2005) e Lomonte, et al. (1999),
ao mostrar um incremento dos niveis de lactato desidrogenase (LDH) em cultura celular de miotubos,

mostrando uma alta suceptibilidade e que estd ausente para com mioblastos C2C12 (Figura 18).

53 Isolamento e caracterizacio fisico-quimica e biolégica de uma PLA, Bj-V de Bothrops
jararacussu

Estudos de purificagdo e atividade miotoxica foram realizados com a Bothropstoxina-I por
Homsi-Brandeburgo et al., (1988) e BthTX II (Cintra, et al,, 1993, Pereira et al., 1998). Utilizando
cromatografias de alta eficiéncia (HPLC), Bonfim et al. (2001) purificaram uma isoforma de PLA
basica da fracdo denominada BthTX-II, presente no veneno de Bothrops jararacussu. Esta isoforma de
PLA2 foi denominada Bj-IV e mostrou atividade fosfolipdsica, capaz de bloquear a transmissdao do
impulso nervoso em estudos de neurotoxicidade in vitro no modelo nervo frénico diafragma isolado de
comundongo. A presenca da Bj-V mostra a necessidade de desenvolver metodologias para purificar e
detectar a presenca de isoformas nas fragdes consideradas homogéneas e assim explicar melhor o
comportamento farmacolégico.

Em nosso trabalho, procuramos desenvolver uma metodologia onde pudéssemos obter uma
nova isoforma de PLA; de Bj-IV, denominada Bj V, em um s6 passo cromatogrifico, usando uma
coluna de troca idénica SP 5 PW Protein Pack (Waters) e que estaria contida na fracdo BthTX-II (Figura
19).

As caracteristicas fisico-quimicas das fracdes Bj IV e Bj V — tais como, hidrofobicidade com
tempos de retencdo muito proximos na coluna (Figura 20) e também quando comparados com os
tempos de retencdo de outra PLA, basica de Bothrops alternatus purificada em uma tnica etapa
cromatografica (Figura 21), massas molecular e a tendéncia a formar dimeros quando em solu¢do

(Figura 22 e 23), atividade fosfolipdsica (dados ndo mostrados), basicidade na composicdo de
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aminodcidos (Tabela 3) e alta homologia seqiiencial em sua estrutura primdria (Figura 26) —
evidenciam que a Bj-V e a Bj-IV sdo isoformas de PLA2 D49 e sdo provenientes da fracio BthTX-II
anteriormente descrita.

As isoformas de PLA; Bj-IV e Bj-V D49 de Bothrops jararacussu possuem uma massas
molecular relativa de 13,5 kDa e tém uma atividade PLA; moderada quando comparada com outras
PLA, isoladas de serpentes crotélicas. A presenca de Y28, G30, G32, D49, H48 e Y52 estd direta ou
indiretamente envolvida na catdlise. Assim, nas isoformas Bj-IV e V, estes residuos encontram-se
conservados.

As duas isoformas aqui discutidas mostram a presenga de algumas mutagdes importantes, em
sua estrutura primaria. Assim a Bj-IV mostra W3 -> F5, Q4 -> E4, F5 -> W5 y L16 -> N16 que sdo
posicdes estratégicas para a expressdo da atividade catalitica. A presenca de W5 na Bj-IV mostra que
este residuo pode contribuir para a manuten¢ao conformacional da cavidade hidrofébica na regido N-
terminal e que é altamente conservada para as PLA, cataliticamente ativas para a formacao do "canal
hidrofébico", podendo ndo ser indispensavel, ja que a presenca de W5 nao impede a fungdo catalitica.
Este canal permite ao substrato lipidico ganhar o acesso ao sitio catalitico das PLA,, de acordo com
Arni e Ward (1996).

Kini e Iwanaga (1986a e b), Kini e Evans (1987, 1989a, b e c) e Kini (2003) propuseram varios
modelos para explicar as atividades cataliticas e farmacolégicas das PLA;. Nestes modelos, as PLA;
possuem dois sitios separados: um responsavel pela atividade catalitica e um outro responsavel pela
expressdo da atividade biologica. De acordo com estes autores, o sitio farmacoldgico poderia estar
localizado na superficie das moléculas de PLA,. De acordo com o modelo proposto por Kini e Evans
(1987), o sitio anticoagulante estaria localizado em uma regido entre os residuos 53 e 76. Esta regido ¢
carregada positivamente nas PLA, com atividade anticoagulante forte. E nas PLA, com atividade
anticoagulante fraca ou moderada esta regido tem um predominio de cargas negativas. Esta regido é
colocada em um local distinto e separada das regides previstas para a neurotoxicidade e miotoxicidade.

Por outro lado, Corredano et al., (1988) mostra os dados obtidos nos estudos de cristalografia
de raios X realizados com duas PLA,. E, de acordo com seus resultados, as PLA, com atividade
anticogulante forte possuem em comum a presenca de ES3, enquanto que outras PLA; com atividade
anticogulante moderada ou fraca nio a possuem.

Nas isoformas Bj-IV e V, a posicdo E53 € substituida por um residuo de Lys, indicando que
essas isoformas poderiam apresentar uma atividade moderada anticoagulante, o que poderia ser

explicada por esta substituicao.
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Estudos tém mostrado que outras espécies botrdpicas também possuem efeito neurotdxico,
como o reportado por Costa et al (1999), evidenciando que o veneno de Bothrops pirajai possui um
efeito miotdxico e neurotdxico, capaz de bloquear a resposta contrétil na preparagdo extensor digitorum
longus (EDL) de rato sob estimulo de campo em baixa voltagem.

Cogo et al (1993) mostraram que o veneno de Bothrops insularis também possui um efeito
neurotoxico na preparagao musculo biventer cervicis de pintainho em concentracdes que ndo afetam as
respostas contraturantes a ACh e ao KCl e nem mesmo interferem sobre a liberacdo de CK.
Posteriormente, ficou demonstrado que a fracdo responsdvel pelo efeito neurotdéxico continha uma
fosfolipase A, com atividade catalitica. (Cogo, et al., 1998).

Soares et al. (2000) caracterizaram uma neurotoxina miotoéxica, BnSP-7, uma Lys49 fosfolipase
A, de Bothrops neuwiedi pauloensis. Também observam que tanto o veneno como uma fragdo
caseinolitica de Bothrops lanceolatus possuem um efeito neurotoxico sobre a preparacdo musculo
biventer cervicis de pintainho, assim como os estudos eletrofisiolégico mostraram que o veneno total é
capaz de aumentar ligeiramente a amplitude e freqii€ncia dos potencias de placa em miniatura (Lobo de
Araujo A., et al., 2002). Estes resultados sugerem que esta neurotoxina purificada atue exclusivamente
de forma pds-sinaptica e que se trate de uma proteina de 27,5 kDa com estrutura nao fosfolipasica e
uma Unica cadeia polipeptidica.

As preparacdes de nervo-frénico diafragma isolado de camundongo e musculo biventer cervicis
de pintainho sdo as mais amplamente utilizadas nos estudos de toxinas que agem na juncao
neuromuscular (Hodgson and Wickramaratna, 2002).

A importancia de se estudar em diferentes modelos se baseia no fato de que diferentes espécies
de serpentes exibem venenos com diferentes poténcias sobre as vdrias preparacdes bioldgicas. Assim,
segundo Hodgson et al. (1997), o modelo diafragma isolado de camundongo € marcadamente mais
sensivel do que o biventer cervicis de pintainho para a paradoxin, uma f-neurotoxina isolada do veneno
da serpente Oxyuranus microlepidotus. A mesma ordem de sensibilidade tem sido registrada para a
taipoxin, textilodoxin e notexin, todas B-neurotoxinas provenientes de serpentes elapidicas australianas,
em contraste, com a crotoxina e a B-bungarotoxina que sao muito mais potentes em pintainhos (Chang,
1985).

Os estudos realizados sobre as BthTX I e BthTX II t€ém revelado valiosas informacdes em
relacdo a atividade miotdxica e, alguns casos, neurotdxicas (Rodrigues-Simioni L., et al., 1983;
Queiroz LS, Santo Neto H., et al.,, 1984; Cintra, A.C., et al., 1993; Homsi-Brandeburgo et al., 1988;
Bonfim, et al., 2001; Soares, A.M., et al., 2002).
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No presente trabalho, foi caracterizada como neurotéxica in vitro uma nova isoforma de Bj-1V;
a Bj-V, na preparacdo nervo frénico-diafragma isolado de camundongo, nas doses de 50 e 100 pug/ml e
logo depois incubadas com isoformas de crotapotina crotdlica (F3 e F4) de Crotalus durissus
collilineatus, em duas preparagdes: nervo fréncio-diafragama isolado de camundongo e biventer
cervicis de pintainho. Para se estabelecer se existe uma relagdo direta entre a atividade catalitica e
neurdxica ou uma complementariedade entre ambas, este dltimo experimento foi realizado na dose de
50 pg/ml para ambas as preparagdes.

Nossos resultados mostram que a isoforma Bj-V na preparacao nervo frénico-diafrgama isolado
de camundongo € capaz de diminuir a resposta contrdtil, produzindo um bloqueio na transmissao
neuromuscular (Figura 27 a 29). Vemos também que ndo existem maiores diferencas nos tempos de
bloqueio 50%, ou seja, a isoforma Bj-V ndo se mostra dose-dependente, mas exibe uma atividade
neurotoxica definida. Estes resultados inéditos mostram que a isoforma Bj-V € neurotdxico in vitro, o
que explica melhor o comportamento do veneno de Bothrops jararacussu.

A caracterizacdo neurotoxica in vitro da isoforma Bj-V, no modelo nervo frénico-diafragma
isolado de camundongo incubadas com as isoformas de crotapotina crotalica, mostrou que a isoforma
Bj-V ndo diminui seu efeito de bloqueio na preparacdo nervo frénico isolado de camundongo na
presenca das isoformas de crotapotina crotdlica (F3 e F4) (Figura 30). Na preparacdo biventer cervicis
de pintainho, mostra-se um bloqueio menor, quando comparado com a preparacdo de camundongo
(Figura 31b).

A isoforma Bj-V € bem menos ativa que os venenos crotdlicos (Figura 31a), j4 que estes dltimos
levam a um bloqueio da transmissdo neuromuscular muito mais rapidamente e usando-se baixas
concentragdes; no entanto, ndo se pode negar que o veneno botrdpico, assim como a isoforma Bj-V,
exibe uma agdo neurotoxica in vitro, tanto em presenca de crotapotinas crotélicas, sugerindo que no
veneno botropico poderiam existir possiveil crotapotinas “like” que poderia diminuir a atividade
catalitica e, por outro lado, potenciar o efeito neurotoxico das PLA, botrdpicas e agirem tipo crotoxina.

As neurotoxinas presentes nos venenos de serpentes que desencadeiam paralisia neuromuscular
agem pré-juncionalmente, causando interferéncia na liberac@o ou sintese de acetilcolina (ACh), ou pos-
juncionalmente, bloqueando os receptores para a acetilcolina. Estes diferentes mecanismos de a¢do nao
podem ser facilmente diferenciados, usando-se as preparacdes nervo frénico-diafragma isolado de
camundongo, mas podem ser diferencialmente demonstrados usando-se a preparacdo biventer cervicis
de pintainho. Uma neurotoxina pré-sindptica ativa pode abolir a resposta contraitil evocada, sem afetar

as respostas aos agonistas colinérgicos ou as respostas a estimulacdo direta pelo KCl. Neurotoxinas
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ativas pos-sindpticamente bloqueiam respostas aos agonistas dos colinoreceptores, tanto quanto a
estimulacdo indireta, mas podem nao afetar as respostas a elevadas concentracdes de potdssio ou a
estimulacdo direta (Harvey, 1994).

Nos experimentos com o modelo biventer cervicis de pintainho, ndo houve relevante atividade
neurotdxica, indicando assim que este modelo ndo € sensivel a isoforma Bj-V, que foi incubada com as
isoformas de crotapotina crotdlica (F3 e F4), na dose de 50 pg/ml.

Na dose de 50 pg/ml, a isoforma Bj-V nido mostrou diminui¢do significativa na curvas de ACh
(55 e 110 mM) (Figura 32). No entanto, foi capaz de bloquear a resposta contratil com relacdo a adi¢do
de KCI (13,4mM), havendo uma ligeira diminuicdo da resposta contraturante, confirmando assim o
carater o possivel cardter miotoxico da isoforma Bj-V (Figura 33).

Este resultado mostra que a resposta contraturante a acetilcolina ndo foi significativamente
diferente entre o veneno total de Bothrops jararacussu e a isoforma Bj-V. No entanto, o resultado
obtido a partir da resposta para o KCI revelou indiretamente um efeito miotéxico, de acordo com o

descrito.

54 Isolamento e caracterizacao fisico-quimica e biolégica de uma PLA2 K49 de Bothrops
alternatus

Os trabalhos realizados por Nisenbom et al. (1986a, 1986b, 1988) mostraram a presencga da
atividade PLA, no veneno total de Bothrops alternatus, ndo sendo purificada nem caracterizada
bioquimica e farmacologicamente a fracio responsavel por esta atividade bioldgica.

A partir do veneno total de Bothrops alternatus, purificamos uma PLA, K49 em dois passos
cromatograficos. O primeiro passo foi de exclusdo molecular em uma coluna Superdex G-75 acoplada
a um sistema LC (Waters), revelando a presenca da PLA; na fracdo denominada de Bt II (Figura 34). A
fracdo Bt II foi re-purificada em um segundo passo cromatografico, usando-se uma coluna de
hidrofobicidade p-Bondapack C-18 acoplada a um sistema de HPLC de fase reversa, onde obtivemos a
fracdo Bt II-2. A andlise do material vindo da coluna p-Bondapack C-18 em HPLC de fase reversa
mostra a presenga de uma unica banda no gel de eletroforese SDS-PAGE 12,5%, uma massas
molecular aparente de 14 kDa com grande homogeneidade molecular (Figura 35 e 36), e os resultados
evidenciados pelo espectro de massas (Figura 39) confirmam o alto grau de pureza. Esses resultados

sdo compativeis pela presenca da uma PLA; na fragdao Bt II-2.
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A estrutura primdria das PLA, K49 tem sido determinada, tanto pelo sequenciamento quimico
da prépria PLA;, quanto por deducdo através de cDNA. No entanto, mais de 40 PLA, D49 t€m sido
seqiienciadas; s6 algumas K49 sao informadas.

Selistre de Araujo et al. (1996a, 1996b) observou que as PLA; K49 compreendem uma familia
de proteinas com estrutura altamente conservada, distinta das PLA, D49, e mostrou que, nos estudos
comparativos entre as PLA, K49, a Bt II-1 mostro um alto grau de homologia (70 a 95%), em contraste
com as PLA; D49 (47%). No entanto, existem regides homologas entre as K49 e D49. As PLA, K49
evidenciam fortes semelhangas que caracterizam esta familia de proteinas, uma dessas caracteristicas
importantes € a presenga de um alto nimero de residuos bésicos (Lys 15% de residuos totais) na regido
C-terminal que reage estruturalmente com a heparina (Dua e Cho, 1994). Este fato poderia explicar o
efeito neutralizante da heparina com esta proteina PLA, K49 (Melo, et al, 1993; Lomonte, et al.,
1994).

Existem evidéncias de que a regido N-terminal (1-17 residuos) estaria envolvida na
miotoxicidade (Diaz, et al., 1994; Selistre de Araujo et al., 1996a,b). Tem-se proposto que os residuos
K7, E12, T13 e K15, juntamente com as lisinas conservadas K78, K80, K115 e K116, formariam
regides que, juntas, estariam formando o sitio farmacoldgico miotoxico para as PLA, K49. No entanto,
Arni et al., (1995) propds a funcdo para os residuos E12 e K80, e estes estariam envolvidos na
formacgao de dimeros da Miotoxina II, uma PLA, K49 de Bothrops asper. A seqiiéncia Y25-G-C-Y/F-
C-G-X-G-G33 correspondente a alga do célcio (residuos 25 a 33) das PLA,; D49, mas esta ndo se
conserva nas PLA, K49.

A andlise da estrutura primdria da fragdao Bt II-2 mostrou que € uma PLA, K49, apresentando
uma alta homologia seqiiencial que comparte com outras PLA, K49 provenientes de veneno de
serpentes (82-96%), localizando-se na familia de proteinas com estrutura PL A, homologas (Figura 38).

A presenca dos residuos K7, E12, T13 e K15, na Bt II-2, junto com outros da regiao C-terminal,
poderia gerar um processo miotoxico no envenenamento pela Bothrops alternatus, assim com E12
pode estar participando de uma possivel formagdo dimérica.

Existe uma completa auséncia da seqiiéncia Y25-G-C-Y/F-C-G-X-G-G33 (prépria das PLAy
D49), na Bt II-2, responsavel pela alca que fixa o cdlcio, fon importante para a atividade catalitica,
revelando assim que se trata de uma PLA, K49.

O fato de haver varios residuos extremamente conservados nas PLA, K49, também € visto na Bt
II-2. Assim temos L5, K7, Q11, E12, T13, G14, K15, N16 e G24, os quais se encontram ausentes nas
PLA, D49, o que reforca ainda mais o fato de se tratar de uma PLA, K49. Por outro lado, no estudo de

homologia seqiiencial percebem-se poucas mudancas na estrutura primdria entre a Bt II-2 e o resto de
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PLA,; K49 (Figura 38). Tais mudancas encontram-se registradas por substituicdes nas posicoes Y5 por
G5, W30 por V30 Q33 por K33, estas substitucdes provavelmente podem estar relacionadas com
determinada atividade biolégica. No entanto, conforme os perfis hidropaticos de PLA; neurotdxicas a
regido em estudo se encontra entre as posi¢des 80 e 100.

Baseada em perfis hidropaticos, foi deduzida a regido correspondente aos residuos que se
encontram entre os posicionamentos 80 -110, onde o grau de homologia seqiiencial entre a Bt II-2 e as
PLA, K49 descritas € muito alto. No entanto, a poténcia neurotoxica pode estar relacionada com a
hidrofobicidade, densidade de carga, estrutura conformacional e outros paradmetros, 0s quais
influenciam a afinidade entre a PLA; e o sitio pré-sindptico (Kini R. M. e Iwanaga S, 1986b) com o
devido reconhecimento de receptores especificos.

O numero de seqiiéncias de aminodcidos de PLA, de veneno de serpentes conhecido é
relativamente grande. As tentativas para a determinacdo dos fatores responsdveis pelas atividades
farmacolégicas, baseadas na comparagdo destas seqiiéncias (Kini e Iwanaga, 1986a e b; Kini e Evans,
1987), distribuicao de aminodcidos carregados ou caracteristicas de hidrofobicidade (Tsai, et al., 1987),
ndo mostram categoricamente a elucidacdo real da agdo farmacoldgica. O conhecimento e a
comparacdo das estruturas cristalograficas sdo importantes para o entendimento da base molecular
desta atividade importante, como € a neurotoxicidade e miotoxicidade.

Existem poucos estudos farmacoldgicos de PLA,; K49, quando comparados as de D49, que sdo
as mais estudadas (Mebs y Ownby, 1990, Ownby, 1990; Gutierrez e Lomonte, 1997, Fletcher et al.,
1997). Quando se realizam comparagdes entre as K49 e D49, tem-se a tendéncia de associar a atividade
PLA; das duas e, no caso das PLA, K49, que sdao desprovidas de atividade PLA,, alguns autores
consideram que estas proteinas poderiam estar ativando enzimas lipoliticas de tecido, o que seria
revelado no aumento dos niveis de dcidos graxos.

Atualmente a funcao da atividade PLA; nos mecanismos neurotoxico € miotdxico ainda nio se
encontra totalmente elucidada. A falta de atividade PLA, nas K49 pode ser um fato contraditério
importante, pois, apesar de haver esta falta de atividade catalitica, ela ainda é importante com relacdo a
sua atividade neurotdxica, embora os mais recentes estudos sugiram que as PLA,; D49 possam
estimular enzimas lipoliticas de membrana nos tecidos de cultura de células (Ownby, et al., 1999).

No presente trabalho, foi caracterizada neurotéxica e miotoxicamente uma PLA, K49,
denominada Bt I1-2 purificada a partir do veneno total de Bothrops alternatus.

Geralmente os fatores neurotéxicos de veneno botrépico tem registrado tal atividade em doses

acima de 50 pg/ml (Rodrigues-Simioni L., et al., 1983; Queiroz LS, Santo Neto H., et al., 1984). Estas
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diferencas em relacdo a Bt II-2 poderiam estar relacionadas ndo s6 com o grau de pureza, mas com a
propria poténcia desta PLA,.

Em termos de poténcia neurotdxica, os nossos resultados demonstram que a fracdo Bt II-2 de
Bothrops alternatus se apresenta como a mais toxica dentre as demais PLA?2 estudadas procedentes de
veneno botrépico. De fato, ao compard-lo com os demais, na concentracdo de 1 pg/ml (dados ndo
mostrados) o veneno da Bothrops alternatus produz um bloqueio neuromuscular total num tempo
marcadamente inferior aos descritos para a Bothrops jararacussu, Bothrops jararaca, Bothrops
moogeni, Bothrops neuwied e outras.

Nossos resultados mostram a atividade neurotdxica in vitro da Bt II, ensaiada na preparacao
biventer cervicis de pintainho, nas doses de 10 e 20 pg/ml., ao produzir um bloqueio na transmissao
neuromuscular, tal como é mostrado na figura 40, o que foi realizado com o objetivo de monitorar a
presenca da fracdo com atividade neurotéxica. Essa diferenca nos tempos de bloqueio 50%, para ambas
dosagens, mostra-se dose-dependente. As figuras 41 e 42 mostram os registros da resposta contrétil, na
presenca de Bt I e Bt II-2, nas dosagens de 10 e 20 pg/ml.

Nos registros miograficos (figura 43 e 44), destacam-se uns leves aumentos da amplitude da
contragdo, seguidos de progressivo bloqueio, na vigéncia do qual ndo parecem estar envolvidos os
componentes sub e pds-sindptica do sarcolema desses musculos. Isto se afigura particularmente
evidente nas preparacdes isoladas de biventer cervicis de pintainho, cuja maioria de fibras musculares,
sendo do tipo multi-nervadas, apresenta respostas contraturantes, obtidas apés adi¢ao da acetilcolina ao
banho, que ativa os receptores nicotinicos tipo N; a nivel subsindptico, isto €, da placa motora ou do
potdssio, que atua a nivel pds-sindptico, isto €, no sarcolema quimicamente insensivel, de forma nao
especifica.

Assim temos que tais contraturas continuam presentes, mesmo na vigéncia do bloqueio
neuromuscular total. Embora tais aspectos ndo possam ser reproduzidos em preparacdes isoladas de
diafragma de camundongos, cuja grande maioria de fibras musculares apresenta inervacao
unifocalfocal. Ainda assim, é possivel afirmar que o bloqueio ocorre fundamentalmente ao nivel da
juncdo neuromuscular, praticamente ndo envolvendo diretamente o musculo, como demonstra o
registro simultineo da miografia por estimulos indiretos e diretos aplicados de forma alternada e
seqiiencial (Figura 43).

Além da proporcionalidade concentracio-efeito, a fragdo ativa Bt II-2 também se revelou
particularmente potente na inducdo do bloqueio neuromuscular. A este propdsito, correlacionando-se

essa poténcia com a acentuada secre¢do e conseqiiente elevada inoculacdo do veneno decorrente da
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picada pela Bothrops alternatus, poderia ser explicada a gravidade do envenenamento causado por essa
serpente.

De acordo com nossos resultados, obtidos do ponto de vista eletrofisiologico, a fracao
neurotéxica PLA, K49 Bt II-2 de Bothrops alternatus mostra que é capaz de causar efeitos evidentes
sobre a jun¢ao neuromuscular de musculos esqueléticos de aves e mamiferos.

Portanto, com base nesta discussdo, ndo parece pairar ddvidas sobre o envolvimento do
terminal nervoso motor somdtico (TNMS) como principal local de acao da PLA, K49 Bt II-2. Por outro
lado, no sentido de estabelecer o(s) sitios especifico(s) de acdo, consideramos importante uma
reavaliacdo rdpida das etapas fisiologicas que regem a neurotransmissao no terminal nervoso motor
somatico (TNMS), procurando assim assinalar os possiveis pontos alvos, através da PLA, K49 Bt 1I-2,
que poderiam exercer a sua atividade bloqueadora neuromuscular a nivel pré-sinaptico.

Com o objetivo de agilizar o processo de transmissdo, bem como de compreensdo das nossas
interpretacdes, envolvendo nossos resultados experimentais, o TNMS apresenta uma série de
fendmenos até hoje revelados e/ou demonstrados como elementos participantes da neurotransmissao a
esse nivel. Além dos aspectos metabdlicos, relacionados com a sintese, armazenamento e liberagdo do
mediador, verifica-se que, neste dltimo, hd um relacionamento da acetilcolina com um conjunto de
proteinas envolvidas nos processos de ancoramento e exocitose das vesiculas. Além disso, deve se
considerar os canais de fons envolvidos nessa neurotransmissio, isto é, o canal de Na*, K "e Ca 2+, bem
como, considerar também os sistemas de transporte da colina para dentro do terminal e da acetilcolina
para dentro da vesicula.

De outro lado, devemos considerar que tanto os receptores pré- sindpticos, como 0s nicotinicos
(N») e os muscarinicos (M), finalmente, podem ser considerados juntos. A inativa¢do da acetilcolina e
do receptor nicotinico sub-sindptico (N;), cuja interacdo com o mediador proporcionard o surgimento
do potencial de placa terminal (PPT), originard o potencial de acdo do musculo (PAM), com
conseqiiente deflagracdo da contragdo muscular.

Comecando pela andlise dos canais i0nicos, os mesmos ndo parecem estar envolvidos no
bloqueio neuromuscular induzido por a PLA,; K49 BT II-2, pois ndo ha relagdo com esses canais de
sddio voltagens dependentes, ja que para explicar o bloqueio neuromuscular, a fracdo deveria diminuir
a ativacdo ou aumentar a inativacdo desses canais, condicdes que invariavelmente implicariam na
ocorréncia de fendmenos andlogos em canais semelhantes presentes no sarcolema, com conseqiiente
bloqueio da contracdo muscular aos estimulos diretos, isto é, efeito oposto ao registrado no presente

trabalho.
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Igualmente, os canais de potdssio também ndo parecem participar no desencadeamento do
bloqueio, pois, para que isso ocorresse, a fragdo deveria aumentar a saida desse ion do terminal nervoso
motor somatico, fendbmeno pouco comum a esse nivel, embora muito freqiiente nas musculaturas lisas e
cardiacas.

Ja uma interacdao da PLA, K49 Bt II-2 com o conjunto de proteinas responsaveis pelo processo
de ancoragem das vesiculas no neurilema do terminal nervoso motor somadtico leva ao fendmeno de
exocitose. E este fato ndo pode ser descartado, pois as nossas condi¢des experimentais ndo fornecem
dados suficientes para inferi-la ou negd-la. Contudo, outras técnicas eletrofisiologicas poderiam
contribuir para o esclarecimento da acao da fracdo, tais como a técnica de Platch-clamp.

As PLA, encontram-se entre os componentes mais abundantes e versiteis do veneno das
serpentes, evidenciando uma ampla faixa de atividades, embora possuam uma estrutura global
conservada (Valentin y Lambeau, 2000, Kini, 2003). Entender a base estrutural que determina a suas
atividades toxicas diversas, incluindo a neurotoxicidade e a miotoxicidade, entre outras, € ainda um
desafio. Com tais informagdes, seria possivel compreender melhor algumas pistas no estudo de
variantes naturais ou sintéticas (mutantes).

No presente trabalho, um perfil de atividades toxicas foi estudado para a neurotoxina e
miotoxina Bt-II-2, isolada e caracterizada fisicoquimicamente por (Ponce-Soto, et al., ndo publicado),
e seus efeitos incluem uma local e rdpida acao perjudicial no tecido muscular esquelético (figura 46). O
estudo da miotoxicidade “in vitro”, proposto por Lomonte et al. (1999), de PLA; miotéxicas em
mioblastos (C2C12), estabelece uma correlagdo perfeita com os nossos experimentos na capacidade da
PLA2 K49 Bt II-2 de produzir uma lise de mioblastos em cultura celular (C2C12), mostrando assim o
potente efeito citotoxico ao elevar os niveis de LDH no meio (figura 47), assim como uma inducdo de
edema moderado (figura 48). O efeito miotéxico poderia ser o impulso para desencadear a atividade
pro-inflamatoria e provavelmente incrementar os niveis de Interleuquina 6 (IL-6) para a neurotoxina e
miotixina Bt II-2 de Bothrops alternatus, da mesma forma como sugerido por Nuifiez, et al. (2004),
para a miotoxina [ PLA, K49 de Bothrops atrox.

Todos estes efeitos bioldgicos induzidos pela PLA, K49 Bt II-2 acontecem na auséncia da
atividade catalitica PLA, “in vitro”, apoiando os conceitos de mecanismos independentes da atividade
catalitica propria das PLA,; K49 (Kini, R.M. 3003; Lomonte, et al., 2003, Gutierrez ¢ Ownby, 2003).

As miotoxinas botropicas geralmente possuem uma toxicidade sistémica baixa, em contraste
com as PLA; miotéxicas que possuem um potente efeito neurotdxico (Rosenberg, 1997a e b). De

acordo com a Dose Letal (i.v.) DLsg aqui verificada da fracao Bt II-2, que foi de 7,04 mg/kg, evidencia-
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se uma baixa poténcia, quando comparada com outras PLA; D49 (kini, R.M. 1997), sugerindo que a
presenca da atividade enzimadtica poderia reforcar ainda mais a acdo letal destas proteinas.

Os estudos comparativos da miotoxicidade, induzida a nivel intravenoso e intramuscular “in
vivo”, mostram que a fracdo neurotéxica e miotéxica Bt II-2 de Bothrops alternatus possui uma
miotoxicidade local, mas ndo sistémica, ao incrementar s6 os niveis de CK séricos naquela
miotoxicidade induzida por via intramuscular, ao contrdrio daqueles niveis encontrados para a
miotoxicidade induzida por via intravenosa que mostraram resultados muito baixos, como se fosse
controle (figura 46).

Estes resultados estdo de acordo com a teoria proposta por Kini, RM. (1997, 2003); e
Gutierrez, J.JM e Ownby, C.L (2003); ao considerar-se a existéncia de PLA, especificas e PLA; nao
especificas. Assim a fracdo Bt II-2 parece ser seqiiestrada ndao a nivel intravenoso, produzindo s6 uma
miotoxicidade local e ndo sist€émica. Gutierrez, J.M. e Ownby, C.L. (2003) propdem que as PLA;s
miotdxicas ligam-se aos aceptores da membrana plasmdtica, os quais poderiam se tratar de lipidos ou
proteinas, podendo diferir de sua afinidade pelas PLA,. Ao se ligar, as PLA;s miot6xicas produzem
uma destruicio da membrana através de mecanismos cataliticos ou mecanismos independentes de
atividade PLA,. No entanto, provocam uma entrada de Ca®* bastante pronunciada e que por sua vez,
produzem uma série de eventos degenerativos associados com uma hipercontracdo, ativacdo de
calpinas e PLA, citosélicas e mitocondriais Ca**-dependentes.

Os modelos de cultura celular de citotoxicidade indicam que algumas PL A, miot6xicas afetam
miotubos diferenciados em um processo de diferenciacdo celular de mioblastos, devido a uma alta
sensibilidade muito seletiva, considerando que existem outras PLA; com um efeito amplo (Angulo e

Lomonte 2005).

CAPITULO II

ANALISE COMPARATIVA DE FOSFOLIPASES A; NO BLOQUEIO NEUROMUSCULAR E
A ACAO MIOTOXICA LOCAL E SISTEMICA

Isolamento

O tipo de fosofolipasa A, expressa pelo organismo é de extrema importancia na relacdo
estrutura-func¢do, no mecanismo de agdo, e a presenca de qualquer contaminante pode contribuir com a
apresentacdo de um resultado ndo valido, complicando a anélise da estrutura-funcdo. Existem dois

fatores criticos que devem ser levados em considera¢ao no processo de isolamento:
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a) Os venenos de serpentes contém usualmente um ndmero relativamente considerdvel de
isoenzimas e isoformas, por exemplo, os venenos de Naja naja, Vipera russelli, Trimeresurus
flavoviridis, Austrelaps superbus e Pseudechis australis contém mais de dez isoenzimas (Braganca e
Sambray, 1967; Vishwanath et al., 1987; Vishwanath et al., 1988; Takasaki et al., 1990; Ogawa et al.,
1992; Subburaju e Kini, 1997; e Singh et al., 2000), assim como Crotalus durissus terrificus (Ponce-
Soto, et al., 2002), Bothrops jararacussu (Ponce —Soto, et al., em preparacdo). A co-elui¢do destas
PLA; “contaminantes” poderia exibir efeitos farmacoldgicos ambiguos, fato que exige o emprego de
métodos de purificacio mais selectivos que possam garantir fracdes com um alto grau de
homogeneidade molecular. A determinacdo da massas molecular por eletroforese SDS-PAGE, o gel
filtragdo, assim como pelo ponto isoelétrico (pl), incluso a determinagdo da seqiiéncia N-terminal, ndo
garantem a pureza no isolamento. A escolha de uma “6tima” metodologia que possa empregar uma
cromatografia em HPLC e espectrometria de massas poderia ser util na determinacdo da
homogeneidade molecular. Este laboratério procura padronizar uma série de metodologias que cada
vez se otimizam de acordo com as caracteristicas fisico-quimica das PLA; a isolar.

b) As intera¢des proteina-proteina entre PLA,, assim como o estado de agregacdo é um grande
problema no isolamento. Além disso, as PLA; interagem com outras proteinas ou enzimas, as quais
contribuem na atividade enzimdtica e farmacoldgica (Condrea et al., 1970). Em alguns casos, a
formagao de complexo € importante para a poténcia farmacoldgica e toxicidade das PLA,, como é o

caso da crotoxina.

Efeitos farmacolégicos

As PLA, presentes nos venenos de serpentes exibem uma ampla variedade de efeitos
farmacolégicos. No estudo da relacdo estrutura-fungdo, € importante analisar seus efeitos
farmacolégicos “in vivo”, ao invés de “in vitro”. Os estudos “in vitro” as vezes evidenciam efeitos
nao especificos devidos a atividade enzimdtica inerente, levando a conclusdes erradas. S6 em alguns
casos os efeitos farmacoldgicos podem ser analisados em sistemas “in vitro” como, por exemplo, em
cultura celular (Lomonte, et al., 2003). Nossos estudos de miotoxicidade local e sistémica “in vivo”,
como de citotoxicidade, permitem analisar melhor os efeitos entre a PLA, F6 de Crotalus durissus
collilineatus com a PLA, K49 Bt II-2 de Bothrops alternatus, mostrando as diferengas entre a
miotoxicidade local e sist€mica.

Na maioria das vezes, as PLA; sao capazes de desencadear seus efeitos farmacoldgicos de
forma isolada de outros componentes, por exemplo, notexin, as ammodytoxinas € outros exibem

neurotoxicidade pré-sindptica (Gubensek et al., 1997).
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No entanto, algumas outras PLA, sé exibem efeitos farmacolégicos de forma potenciada
quando formam complexos com outras proteinas. Em alguns casos essa ligacdo é de natureza covalente
como a bungarotoxina. Em outros, sdo de tipo ndo covalente como a crotoxina, a toxina de mojave,
tapoixina e a textilotoxina, naquelas que possuem uma ou mais sub unidades, as quais podem ter
atividade catalitica (Bon, 1977). A crotoxina e a toxina de mojave possuem as subunidades acidas
derivadas de uma protedlise de uma PLA,. Em contraste, as P-bungartoxinas PLA, se unem
covalentemente, através de uma ponte disulfeto, a uma segunda subunidade, homdéloga a um inibidor
de proteinases e dendrotoxinas. Todos estes complexos de PLA, exibem neurotoxicidade presindptica.
As subunidades adicionais atuam como chaperones e contribuem para que as PLA;, possam se ligar de
forma especifica ao sitio alvo presindptico. Em nossos estudos de re-associagdo (sinergismo) entre as
isoformas de crotapotina F3 e F4 com a PLA; F6 de Crotalus durissus collilineatus, mostramos que a
PLA, F6 e as isoformas de crotapotina F3 e F4, sdo capazes de reconstituir a crotoxina nativa,
refor¢cando a poténcia neurotéxica desta, mesmo sendo uma ligacdo de natureza ndo covalente, o que

confirma esse fato.

Atividade enzimadtica e efeitos farmacologicos

As PLA,, quando se ligam a seu sitio alvo, podem induzir seus efeitos farmacoldgicos através
de mecanismos dependentes ou independente de sua atividade enzimdtica. Nos mecanismos
dependentes da atividade catalitica, o produto da hidrélise de fosfolipidios ou os produtos liberados,
como os lisofosfolipidios e os acidos graxos, podem desencadear os efeitos farmacol6gicos (Kini e
Evans 1989). A atividade enzimatica inerente pode causar a ruptura da membrana e gerar uma mudanca
no ambiente protéico do limite da membrana, particularmente da proteina alvo.

Nos mecanismos independentes da atividade enzimdtica, a PLA, liga-se a proteinas alvo,
causando o efeito farmacoldgico e atuando como agonista ou antagonista e interferindo na interagao da
proteina alvo com seu ligante fisiolégico (Kini e Evans 1989a e b). No entanto, a presenca de PLA,
cataliticamente ativas pode hidrolisar fosfolipidios na zona de suas proteinas alvo, sendo inconseqiiente
o efeito farmacoldgico evidenciado (Evans e Kini, 1997; Mounier et al., 2000). Em alguns casos os
efeitos farmacoldgicos sdo devidos a uma provavel combinacdo de ambos mecanismos especificos e
inespecificos. Em conseqii€ncia, torna-se critico determinar o papel da atividade enzimatica induzindo
efeitos farmacoldgicos.

Em nossos experimentos de inibicdo da atividade enzimdtica das isoformas Bj-IV e V
purificadas da fracdo BthTX-II com crotapotinas crotélicas F3 e F4 de Crotalus durissus collilineatus,

mostrou-se uma neurotoxicidade “in vitro” independente da atividade catalitica, pois se sabe que as
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crotapotinas crotalicas sdo capazes de inibir a atividade PLA, da isoforma Bj-IV (Bonfim, et al., 2001).
Esses resultados reforcam a idéia da presenca de sitios farmacoldgicos distintos ao sitio catalitico,
evitando que as isoformas Bj-IV e V possam se ligar de forma inespecifica 2 membrana plasmaética das
células musculares. No entanto, estudos de modificacio quimica poderiam contribuir melhor para
entender esse fato na neurotoxicidade das isoformas de Bj-IV e V como a PLA2 F6 de Crotalus

durissus collilineatus.

Sitio neurotoxico presindptico

Virios grupos t€m previsto o sitio neurotoxico das PLA, por métodos tedricos. Duffon et al.,
(1983a) foram os primeiros a predizer o sitio neurotdxico responsavel do efeito, através da andlise de
homologia direita entre PLA, B-neurotdxicas e ndo neurotoxicas (Dufton e Hider, 1983b e Dufton et
al., 1983a). Com base nos perfis hidropaticos de PLA,, também foi previsto que a hélice hidrofébica E
pode ser importante na neurotoxicidade pré-sindptica baseada na seqiiéncia de 26 PLA; (Kini e
Iwanaga 1986). Recentemente a andlise da seqiiéncia de 40 PLA; neurotdxicas mostra o segmento
hidrofébico na regido 80-110, embora algumas das 47 PLA, ndo especificas também tenham
evidenciado uma hidrofobicidade similar, o que indica uma falta de correlagdo entre a neurotoxicidade
e a hidrofobicidade (Khan, 2002). Embora existam varias outras tentativas de identificar o sitio
neurotdxico presindptico (Tsai et al., 1987; Kondo et al., 1989; Arrigada e Cid, 1989 e Takasaki et al.,
1990), a questdo ainda permanece ndo muito clara.

O esfor¢o mais significativo tem sido feito por Gubensk e colaborarores (Krizaj, et al., 1989:
Curin-Serbec, et al., 1991; Pungercar et al., 1999; Ivanovski et al., 2000; e Prijatelj et al., 2000). Eles
tém purificado vérias isoenzimas PLA, a partir do veneno de Vipera ammodytes ammodytes,
evidenciando uma diferenca na poténcia neurotoxica. Da seqiiéncia de aminodcidos na estrutura
primaria, de 3 Ammodytoxinas (PLA, de cadeia simple), foi identificado o sitio neurotéxico no
segmento C terminal das PLA, (Krizaj et al., 1989). Anticorpos contra o péptido C terminal, foi capaz
de inibir os efeitos neurotoxicos da Ammodytoxin.(Curin-Serbec et al., 1991). Este sitio € importante,
mas nao suficiente para a neurotoxicidade. Prijatelj, et al., (2002) e Petan, et al., (2002).

Em estudo de neurotoxicidade in vitro da PLA, D49 F6, pode-se observar uma diferenca de
resposta em duas preparagdes nervo-musculo, como o bloqueio da resposta contratil em biventer
cervicis de pintainho e a auséncia deste na preparacdo nervo frénico diafragma isolado de camundongo.
Este fato pode nos levar a pensar que a susceptibilidade em ambas preparacdes poderia estar
relacionada com a presengca de mais de um dominio ou regido da seqii€ncia, incluida a regiao C

terminal. De outro lado, ha a presenca de receptores especificos diferentes em ambos tipos de tecidos.
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poderia encontrar-se relacionado com a poténcia do efeito neurotéxico na Bt II-2 PLA2 K49 a

diferenga de outras PLA; K49 ou das PLA2 D49 procedentes de veneno botrépico.

Regido miotoxica

Pela distribuicdo da densidade de carga, foi possivel identificar o sitio miotéxico nas PLA,
miotéxicas (Kini e Iwanaga, 1986b). Este sitio catidonico € caracteristico +00+++00+ nas PLA;
miotoxicas € nio se encontra presente nas PLA, ndo miotdxicas. Este sitio cationico € localizado na
regido N terminal da hélice hidrofébica E (Kini e Iwanaga, 1986b) e ambos formam a regido miotdxica
completa. Uma combinagcdo semelhante entre a regido hidrofébica e o sitio catidnico também foi
encontrada nas miotoxinas ndo enzimaticas (Kini e Evans 1986a e b).

Subseqiientemente um segmento hidrofébico que rodeia o sitio catidonico comumente encontra-
se em vdrias classes de citolisinas, hemolisinas e péptidos antibacterianos (Kini e Evans 1989). Quando
se tem modificado quimicamente residuos de lisina das cardiotoxinas, ou seja quando as cargas
positivas das Lys sao trocadas por cargas negativas ou neutras, por succinilagdo ou carbamilacgao,
respectivamente; a atividade citolitica é perdida, mas quando se mantém guanidinizados e as cargas
positivas retidas, a atividade citolitica permanece intacta (Kini e Evans, 1989).

Lomonte, B. (1994) identificou a regido cationica e hidrofébica C terminal no segmento (115-
129) sitio de ligagdo da heparina, como sendo responsdvel da atividade citotéxica das PLA, K49. O
peptidio responsavel deste sitio € capaz de lesar células endoteliais, produzir um efeito bactericida e
desencadear uma necrose induzida do musculo esquelético (Lomonte et al., 1994; Gutiérrez e Lomonte,
1997; Paramo et al., 1998; Lomonte et al., 1999 e Nuiez et al, 2001).

Estes estudos indicam que esse sitio € responsdvel pela citotoxicidade de células musculares.
Exceto por sua localizacao, este sitio é semelhante ao sitio predito descrito anteriormente (de Araujo, et
al., 1996), predizendo um papel para as lisinas conservadas nos residuos 78-80 na miotoxicidade destas
PLA,. Alape-Gir6n, et al., (1999) propuseram que um grupo de residuos carregados positivamente na
superficie das PLA; da classe I pode constituir o sitio miot6xico.

As PLA; OS1 e OS; de Oxyuranus scutellatu ligam-se a receptores M de células musculares de
coelho (Lambeau et al., 1990 y Lambeau et al., 1997). Os residuos envolvidos na ligacdo foram
determinados, usando-se varios mutantes de PL A, pancredticas de porcino (Lambeau et al., 1995). Os
resultados indicam que os residuos Gly 30 e Asp 49 dentro de ou perto da alca do cdlcio se encontram
envolvidos nesta interagdo. Os residuos 31 a 34 poderiam contribuir para essa interacdo, mas a hélice

terminal e a alca pancredtica nao participam. O fato de que a Gly 30 e a Asp49 encontram-se muito
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conservadas ndo torna claro o modo como elas podem contribuir para a especificidade, para induzir a
miotoxicidade.

Algumas PLA; induzem uma miotoxicidade sist€émica e mioglobinuria (Gopalakrishnakone et
al., 1997), diferente de uma acao local. Estas enzimas mostram inclusive miotoxicidade, quando sdo
administradas intraperitonealmente. A PLA; F6 de Crotalus durissus collilineatus apresentou o residuo
Gly conservado respeito de outras PLA,, mas situado na posi¢ao 29 e a regido C terminal com uma
carga positiva (K e R). Ja as isoformas Bj-1V e V (PLA, D49) de Bothrops jararacussu, como a Bt-11 2
(PLA, K49) de Bothrops alternatus, apresentam a regido N-terminal rica em Lys. Em todos os casos,
destaca-se a regido N-terminal com uma forte carga positiva, capaz de interagir com as membranas
plasmaéticas musculares, que, segundo Lomonte, et al., (1994); Gutierrez e Lomonte (1995), Selistre de
Araujo, et al., (1996), € responsavel, mas ndo suficiente para os processos de miotoxicidade.

Por outro lado, as diferencgas entre miotoxicidade local, gerada por a Bt 1I-2 (K49) de Bothrops
alternatus, e a sistémica, por a F6 (D49), sdo evidentes. Estes resultados poderiam estabelecer que,
além da regido N-terminal, existem outra(s) regido(des) responsaveis pela miotoxicidade local ou
sist€mica, através de mecanismos desconhecidos que podem apoiar a presenca de sitio(s)
farmacolégico(s) independente(s) do sitio catalitico, pois trata-se de duas PLA, catalitica (F6) e ndo
catalitica (Bt 1I-2).

O estudo de citotoxicidade em mioblastos e miotubos detectam possiveis diferencas entre PLA,
especificas e ndo especificas, entre PLA, crotélicas, como é a F6, e a botrépica, como a Bt II-2. Assim
a F6 é capaz de desencadear uma citotoxicidade s6 em miotubos mas nao em mioblastos,
diferentemente da PLA, K49 Bt II-2 que ndo mostra essa diferencga, pois ela é capaz de desenvolver
uma citotoxicidade ndo diferenciada entre mioblastos e miotubos.

Esses resultados indicam que a fusdo e diferenciagdo de mioblastos em miotubos induzem
mudancas que conferem as células maior susceptibilidade ao mecanismo téxicos de PLA, miotoxicas
especificas, como a PLA, D49 F6. E provavel que tais mudangas possam envolver sitio(s) receptores
de miotoxina(s), que aparecem para ser identificados, tal como postula o trabalho de Yamileth Angulo
e Bruno Lomonte (2005). No caso da PLA; K49 Bt II-2, os mecanismos podem estar relacionados
especificamente com a presencaa da carga positiva na regido C terminal, ao agir em mioblastos o

miotubos.

Importdncia na identificacdo dos sitios farmacolégicos
Os sitios farmacoldgicos das PLA, determinam a afinidade entre as PLA; e as proteinas alvo.

Assim, a identificacdo do(s) sitio(s) farmacoldgico(s) poderia contribuir para:
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a) Compreender melhor a relacdo estrutura-funcio das PLA,.

b) Desenvolver estratégias para a neutralizacdo da toxicidade e os efeitos farmacoldgicos pela
especificidade destes sitios.

c) Desenvolver novas ferramentas moleculares que possam contribuir na pesquisa, assim como
de agentes terapéuticos.

Quando as PLA; usam estes sitios no reconhecimento de um tecido especifico ou célula alvo,
elas atuam como proteinas direcionadas que colaboram com o reconhecimento especifico. Esse
direcionamento poderia ser explorado para o desenvolvimento de um sistema de transporte a um tipo
de tecido a célula alvo. Partindo do fato de que as PLA; afetam quase cada 6rgdo vital ou tecido, poder-
se-ia obter um direcionamento do tipo de célula ou tecido alvo. Tal € a possibilidade de manter o
interesse em estudar essa relacdo de estrutura-funcdo das PLA, e identificar os diferentes sitios

farmacoldgicos, ndo s6 aqueles responsaveis pelos efeitos neurotoxicos ou miotdxicos.

Perspectivas futuras

As PLA, presentes no veneno das serpentes sdo enzimas pequenas responsaveis por uma série
de efeitos farmacoldgicos que alteram os processos fisioldgicos normais da presa. Essas moléculas sao
um desafio aos quimicos de proteinas, afim de poder estabelecer as mais dificeis relacdes de estrutura-
fun¢do. Uma ampla discussao contribui ao nosso conhecimento das intera¢des proteina-proteina, para o
desenvolvimento de carregadores moleculares altamente especificos.

Independentemente de pesquisar as proteinas alvo, este estudo vai nos permitir estabelecer os
mecanismos de acdo dos efeitos farmacoldgicos a niveis celulares e moleculares. No futuro os estudos
nestas dreas podem produzem novas hipdteses, diferentes da resposta aos efeitos farmacoldgicos in

vitro e in vivo das PLA,, como a das proteinas alvos presentes nas células e tecidos.
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VI. CONCLUSOES
CONCLUSOES GERAIS:

6.1 Nossas pesquisas utilizando metodologias otimizadas de purificacdo em HPLC de exclusdo
molecular e de fase reversa, permitiram purificar novas toxinas a partir do veneno total de Crotalus
durissus collilineatus (V-1), Bothrops jararacussus PLA2 D49 Bj-V (isoforma da PLA, Bj-1V)
presente na fracdo BthTX-II e Bothrops alternatus PLA2 K49 Bt II-2; com um alto grau de pureza e

homogeneidade molecular e sem perda da atividade biolégica.

6.2 A fracao V-1 de Crotalus durissus collilineatus é uma nova neurotoxina que age na juncao
neuromuscular in vitro e foi caracterizada fisico-quimicamente como desprovida de atividade catalitica,
possui cardter d4cido e uma massas molecular de 9859.45 Da, composta de uma cadeia polipeptidica e
capaz de induzir uma facilitacdo continua na jun¢do neuromuscular no modelo biolégico nervo frénico
diafragma isolado de camundongo e uma facilitacdo pronunciada seguida de um bloqueio sibito em

biventer cervicis de pintainho.

6.3 A V encontra-se presente também no veneno total de Crotalus durissus terrificus (variantes
amarelo e branco) e faz parte do “complexo crotoxina”, sendo responsivel por um efeito biolégico
especifico, fato que sugere reavaliar todos os efeitos bioldgicos até hoje estudados e atribuidos ao

complexo crotoxina.

6.4 Os componentes do complexo crotoxina do veneno de Crotalus durissus collilineatus foram
caracterizados fisico-quimicamente, revelando uma massas de 8691.36 Da, para a isoforma de
crotapotina F3, e de 9343.94 Da, para a F4. A PLA2 F6 revelou uma massas de 14943.14 Da. A
estrutura primdria da PLA; F6 mostrou uma homologia em torno do 80% aproximadamente com outras
PLA?2 provenientes de veneno crotilico, e os residuos de cisteina mantiveram-se altamente conservados

na estrutura primaria.

6.5 Os componentes isolados do complexo crotoxina de Crotalus durissus collilineatus ensaiados nos
modelos bioldgicos da jun¢do neuromuscular nervo frénico diafragma isolado de camundongo e
biventer cervicis de pintainho mostraram-se como sendo desprovidos de atividade neurotéxica, com a
unica exce¢do da PLA, F6, que evidenciou um efeito de bloqueio irreversivel no modelo biventer

cervicis de pintainho, mostrando uma especificidade por muisculo esquelético de ave.
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6.6 A re-associacdo dos componentes do complexo crotoxina de Crotalus durissus collilineatus na
razdo molar de 1:1 foi capaz de revelar a integridade estrutural e bioldgica destes, ao se recompor
novamente o complexo crotoxina e induzir um bloqueio irreversivel da resposta contritil no modelo

biventer cervicis de pintainho.

6.7 A PLA; F6 foi capaz de induzir uma miotoxicidade local e sist€émica “in vivo”, incrementando os
niveis de CK plasmaticos e citotéxico em cultura de células C2C12 de forma seletiva em miotubos e
nao em mioblastos, ao incrementar os niveis de LDH no meio. Estes resultados evidenciam que a PLA,
F6 poderia se tratar de uma PLA,; especifica e seus efeitos farmacoldgicos podem se dever em parte ou

totalmente a mecanismos independentes da atividade catalitica.

6.8 As caracteristicas fisico-quimicas registradas para a PLA, D49 Bj-V procedente da fracdo BthTX-II
de Bothrops jararacussu, tais como massas molecular de 14039,46,10 Da, tempo de retencdo na re-
purificacdo em HPLC de fase reversa, andlise de composicdo de aminoacidos, pl e estrutura primaria

mostram que se trata de uma isoforma de Bj-IV presente na fragao BthTX-II.

6.9 Ambas isoformas Bj-IV e V, procedentes da fracio BthTX-II de Bothrops jararacussu, foram
capazes de induzir um bloqueio irreversivel da resposta contratil na preparac¢ao nervo frénico diafragma

isolado de camundongo.

6.10 As isoformas Bj-IV e V, quando inibidas cataliticamente por crotapotinas crotdlicas de Crotalus
durissus collilineatus (F3 e F4), foram capazes de diminuir a resposta contritil na junc¢do
neuromuscular nas preparagdes nervo frénico diafragma isolado de camundongo e biventer cervicis de

pintainho, mostrando-se mais pronunciadas no musculo esquelético de camundongo.

6.11 Uma nova toxina purificada Bt II-2, com um alto grau de pureza e homogeneidade molecular, do
veneno de Bothrops alternatus, foi caracterizada como uma PLA2 basica K49, devido as caracteristicas
fisico-quimicas, mostrando uma massas de 13898.71 Da, de carater bésico, como revelado na anélise

de composicao de aminoécidos e alta homologia seqiiencial na sua estrutura priméria.

6.12 A Bt II-2 foi capaz de induzir um bloqueio irreversivel da resposta contratil na juncdo
neurmuscular na preparacdo biventer cervicis de pintainho. O tempo necessario para se obter um

bloqueio de 50% (10 pg/ml.) foi de 24,90 min., e para a dose de 20 pg/ml., foi de 18,97 min.
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6.13 A PLA2 K49 Bt I1-2 evidenciou que o bloqueio irreversivel ocorre sob a forma indireta, via nervo,
e ndo direta, via musculo, revelando seu carater pré-sindptico. Os estudos electrofisioldgicos de
potencial de membrana ou repouso, tanto na regido da placa quanto fora da placa motora, ao ndo

produzirem uma despolarizacdo da membrana, corroboraram seu carater pré-sindptico.

6.14 A PLA2 K49 Bt II-2 evidenciou, além de um efeito miotoxico local, in vivo, um efeito

inflamatorio, citotoxico em mioblastos e miotubos e uma DLs, préprio deste tipo de toxinas.

CONCLUSAO FINAL

Muitas das toxinas isoladas e estudadas em seus efeitos bioldgicos precisam ser reavaliadas, a
luz de metodologias otimizadas em HPLC e confirmadas por espectrometria de massas, devido a
possivel presenga de algum componente. Isso pode levar ao erro de se assumir que se trata de uma so
toxina, quando na realidade pode existir mais de uma, o que pode desencadear um efeito farmacoldgico
de forma ambigua, levando a conclusdes duvidosas.

As PLA; D49 e K49 procedentes de veneno de serpentes, ao exibir uma gama de eventos
farmacoldgicos, apresentam um enigma em sua relacdo estrutura-fungdo, no sentido de determinar que
mecanismo ou mecanismos encontram-se envolvidas em determinado efeito bioldgico analisado.
Porém, todos os esforcos na drea bioquimica, molecular, fisiolégica e farmacoldgica poderiam
contribuir para uma melhor compreensdo de seu mecanismo da acgao.

Os estudos comparativos entre PLA, crotélicas e botrépicas, D49 ou K49, evidenciam que
alguns de seus efeitos farmacoldgicos abordados no presente trabalho sdo devidos a mecanismos
independentes da atividade catalitica, sugerindo a presenca de receptores especificos nas células alvo,
como a especificidade particular entre PLA,, levando em consideracdo que seus efeitos especificos e

inespecificos sdo capazes de desenvolver efeitos bioldgicos.
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