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INTRODUCAO



Os acidentes ofidicos representam um sério problema de Salde Publica,
principalmente em areas rurais de regies tropicais, devido a elevada freqiiéncia com
que ocorrem e a morbidade e mortalidade que ocasionam (Chippaux, 1998; Pinho &
Pereira, 2001).

No Brasil, a maioria dos acidentes ofidicos é causada por serpentes pertencentes
a familia Viperidae dos géneros Bothrops e Crotalus (Campbell & Lamar, 1989; de
Oliveira et al., 2009). No periodo de 2000 a 2007 foram registrados 192.703 acidentes
ofidicos no pais, sendo 87 % botropicos, com indice de letalidade de 0,4 %, e 9 %
crotalicos, com mortalidade de 1,1 % (de Oliveira et al., 2009).

As acdes toxicas dos venenos ofidicos podem atingir varios 6rgaos e sistemas,
quer de modo direto, quer indiretamente, através da liberacdo de substancias
farmacologicamente ativas. Os venenos crotalicos praticamente ndo produzem reacdes
locais, 0 envenenamento € caracterizado por trés atividades sisttémicas de relevancia
clinica (Azevedo-Marques et al., 2009). A coagulante, evidenciada por distarbios da
coagulacdo devido ao consumo de fibrinogénio (Kamiguti & Sano-Martins, 1995); a
miotoxica sistémica que determina rabdomidlise generalizada, podendo evoluir para
insuficiéncia renal aguda (Azevedo-Marques et al., 1982); e a neurotdxica periférica
caracterizada por paralisia flacida da musculatura esquelética que, em casos graves,
pode ocasionar insuficiéncia respiratoria (Rosenfeld, 1971). Em contraste, 0s venenos
botrépicos ndo apresentam manifestacfes clinicas de neurotoxicidade, mas apresentam
sintomas locais proeminentes incluindo dor, edema, mionecrose e hemorragia
(Rosenfeld, 1971; Gutiérrez et al., 1989; Gutiérrez & Ownby 2003; Kini, 2003;
Lomonte et al., 2003; Franca & Malaque, 2009). S&o observados também efeitos
sisttmicos como: alteracdes cardiovasculares, especialmente hemorragias e choque
hipovolémico (Rosenfeld, 1971; Franca & Malaque, 2009), desordens da coagulacdo
sanguinea (Rosenfeld, 1971; Boldnos, 1982; Franca & Malaque, 2009), e alteracdes
renais, como a necrose renal aguda (Amaral et al., 1985; Franca & Malaque, 2009).

Deve-se ressaltar que a mionecrose, promovida pelos venenos botrdpicos, é um
efeito tdxico local severo, podendo levar a perda tecidual permanente, desabilitando o
acidentado (Gutiérrez & Lomonte 1995; Otero et al., 2002). A mionecrose € relevante
do ponto de vista clinico, tanto pela sintomatologia apresentada no envenenamento,
quanto pela dificuldade em neutraliza-la "in vivo". A miotoxicidade dos venenos

botropicos pode ser decorrente da isquemia do tecido muscular causada por fatores



hemorragicos presentes nestes venenos, ou da presenca de miotoxinas que afetam
diretamente o tecido muscular (Dos Santos et al., 1992; Gutiérrez & Ownby, 2003).

O método mais eficaz para o tratamento dos envenenamentos ofidicos ainda é a
soroterapia. Os principios da soroterapia, hoje utilizada em todo o0 mundo, sdo baseados
nos estudos pioneiros de Albert Calmette (Calmette, 1894) e Vital Brazil (Brazil, 1903;
1905). Os soros antiofidicos sdo produzidos em animais, geralmente cavalos, utilizando-
se 0 veneno bruto como imundgeno. A partir do sangue desses animais € obtido o soro,
rico em imunoglobulinas capazes de neutralizar as toxinas presentes nos venenos.

A eficécia dos soros antiofidicos, no entanto, € restrita as espécies de serpentes
cujos venenos foram utilizados no processo de imunizacdo, ndo havendo um soro
antiofidico universal. Um outro aspecto a ser considerado é que, devido a toxicidade dos
venenos, cerca de 10 % dos animais soroprodutores morrem durante a imunizacéo
(Ribeiro et al., 1993), tornando 0 processo oneroso e pouco produtivo. Ademais, 0s
soros antiofidicos ndo sdo capazes de neutralizar alguns efeitos tdxicos dos venenos,
causados por componentes pouco imunogénicos como as miotoxinas (Dias da Silva et
al., 1989; Moura da Silva et al., 1990). Assim, inUmeras pesquisas vém sendo realizadas
com o objetivo de se obter algum progresso no tratamento dos acidentes ofidicos.

Os venenos ofidicos sdo misturas complexas constituidas principalmente por
proteinas (70 a 90 %), em sua maioria toxinas ou enzimas toxicas. Ainda podem conter
peptideos, carboidratos, lipideos, aminas biogénicas e componentes inorganicos (Devi,
1971). A proporcao desses componentes € variavel nos venenos das diferentes espécies,
0 que explica a diversidade da sintomatologia dos envenenamentos. Ocorre também
uma consideravel variacdo na composicdo dos venenos dentro da mesma espécie de
serpente, em funcdo da estacdo do ano, da idade do réptil, e de sua distribuicdo
geogréfica (Warrell, 1996).

Entre os componentes dos venenos ofidicos, destacam-se as fosfolipases A;
(PLA,s) e proteinas homologas por representarem fracdo significativa dos venenos
brutos e pela ampla variedade de efeitos biol6gicos que apresentam.

As PLA,s (EC 3.1.1.4) sdo enzimas dependentes de célcio, que hidrolisam
glicerofosfolipideos na posicdo sn-2 da ligacao acil, liberando lisofosfolipideos e acidos
graxos (van Deenen & de Haas, 1963; Burke & Dennis, 2009). Estas proteinas estdo
amplamente distribuidas na natureza, sendo encontradas em tecidos de mamiferos e
venenos de artrépodes e répteis (Valentin & Lambeau, 2000). Em mamiferos, as PLA,S

tem sido relacionadas com doengas inflamatdrias, além de participarem de varios

3



processos fisioldégicos como a sinaliza¢do celular, o0 metabolismo de membranas e o
catabolismo de lipideos, entre outros (Schaloske & Dennis 2006; Burke & Dennis,
2009). Nos venenos animais, as PLA,s possivelmente exercem atividades relacionadas a
captura e digestdo da presa (Valentin & Lambeau, 2000).

As PLA,s constituem uma superfamilia de proteinas classificadas em varios
grupos distintos e numerosos subgrupos, com base na seqiéncia de residuos de
aminoacidos, peso molecular, nimero de pontes de dissulfeto, requerimento do ion
calcio, entre outras caracteristicas (Burke & Dennis, 2009). As PLA,s ofidicas
pertencem aos grupos | e 1l da classificacdo geral (Davidson & Dennis, 1990; Valentin
& Lambeau, 2000; Marcussi et al., 2007; Burke & Dennis, 2009) e sdo proteinas de
baixo peso molecular (aproximadamente 14 kDa) que apresentam diversos efeitos
bioldgicos, tais como neurotdxico, cardiotoxico, miotdxico, indutor ou inibidor da
agregacdo plaquetaria, hemolitico, anticoagulante, convulsivante e hipotensor
(Rosenberg, 1989; Gutiérrez & Lomonte, 1995; Ownby, 1998; Ownby et al., 1999;
Kini, 2003). No grupo Il, destacam-se as PLA,s miotoxicas que promovem intensa
mionecrose local (Gutiérrez et al., 1986; Homsi-Brandeburgo et al., 1988; Gutiérrez &
Lomonte, 1995; Angulo et al., 1997; Andrido-Escarso et al., 2000; Soares et al., 20003,
b; Lomonte et al., 2003; Gutiérrez et al., 2008). Estas proteinas foram inicialmente
subdivididas em dois subgrupos: as miotoxinas que apresentam um residuo de acido
aspartico conservado na posi¢do 49 e sdo cataliticamente ativas, denominadas de PLA,S
Asp49 (Kaiser et al., 1990), e as toxinas que apresentam substituicdo deste residuo por
lisina e sdo cataliticamente inativas, PLA,s Lys49, conhecidas como PLA,s homdlogas
(Maraganore et al., 1984; Arni & Ward, 1996; Ownby et al., 1999; van den Bergh et al.,
1988; Scott et al., 1992; Lee et al., 2001; Ward et al., 2002; Lomonte et al., 2003).
Apesar da auséncia de atividade enzimdtica, as PLA,s Lys49 induzem intensa
mionecrose por um mecanismo calcio-independente (Ownby et al., 1999; Ward et al.,
2002; Gutiérrez & Ownby, 2003; Lomonte et al., 2003). Além do grande grupo das
PLA,s Lys49, outras variantes de PLA,, com substituicbes na posi¢do 49, tém sido
descritas, tais como: PLA;, Ser49 (Krizaj et al., 1991; Polgar et al., 1996), PLA, Asn49
(Pan et al., 1998; Tsai et al., 2004) e PLA, Arg49 (Mebs et al., 2006).

As primeiras PLA,s Lys49 foram isoladas por Maraganore e colaboradores em
1984 dos venenos da Agkistrodon piscivorus piscivorus e Bothrops atrox. Por algum
tempo, houve divergéncia na literatura se essas proteinas apresentavam alguma

atividade enzimatica (Liu et al., 1990; Yoshizumi et al., 1990; Rodrigues-Simioni et al.,
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1995; Shimohigashi et al., 1995; Yamaguchi et al., 1997; Soares et al., 2002). No
entanto, estudos realizados com PLA,s Lys49 de alta pureza sugeriram que a baixa
atividade enzimatica detectada em alguns trabalhos poderia ser devido a contaminagéo
com proteinas PLA, Asp49 (van den Bergh et al.,, 1988; Scott et al., 1992). A
disponibilidade de PLAs Lys49 recombinantes (Ward et al., 2001; Sa et al., 2004), bem
como das técnicas de mutagénese sitio-dirigida (van den Bergh et al., 1988; Scott et al.,
1992; Ward et al., 2002) e de cristalografia (Holland et al., 1990; Scott et al., 1992)
forneceram as bases moleculares para explicar a auséncia de atividade enzimatica das
PLA,s Lys49 (ver revisdao por Lomonte et al., 2003). Assim, tem sido proposto que a
substituicdo de alguns residuos de aminoacidos nas PLA,s homdlogas afeta a
capacidade dessas proteinas se ligarem ao cofator Ca®* (Ward et al., 2002), necessario
para a estabilizacdo do intermediario tetraédrico na reacdo catalitica (Scott et al., 1990).
Como consequéncia, a atividade enzimatica das PLA,s Lys49 é drasticamente reduzida
(Maraganore & Heinrikson, 1986; van den Bergh et al., 1988). De particular
importancia, sdo as substituicdes dos residuos de Tyr28, Gly32 e Asp49 por Asn28,
Leu32 e Lys49 (Maraganore et al., 1984; Francis et al., 1991; Cintra et al., 1993; Arni &
Ward, 1996; de Sousa et al., 1998). Alternativamente, estudos cristalograficos sugerem
que as PLA,s Lys49 homdlogas podem ser enzimas em que a catalise € interrompida na
fase de liberagdo do substrato (de Azevedo et al., 1999; Lee et al., 2001).

A atividade miotoxica das PLA,s Lys49 tornou-se evidente com o isolamento e
a caracterizacdo de uma série de PLA,s homdlogas basicas dos venenos das serpentes
Bothrops jararacussu (bothropstoxin-1 [BthTX-1]; Homsi-Brandeburgo et al., 1988),
Bothrops asper (miotoxina-1l [BaspTX-I1]; Lomonte & Gutiérrez, 1989), Bothrops
moojeni (miotoxina-1 e Il [MjTX-I e I1]; Lomonte et al., 1990) e Bothrops pirajai
(piratoxina-1 [PrTX-1]; Mancuso et al., 1995). A familia das PLA,s Lys49 miotdxicas
encontra-se em expansdo, com varias outras proteinas sendo identificadas, e suas
estruturas cristalograficas determinadas e disponibilizadas no “Protein Data Bank”
(http://www.rcsb.org/pdb/).

Embora a mionecrose local seja a atividade biologica in vivo melhor
caracterizada das PLAs Lys49 (Gutiérrez et al., 1986, 1989; Homsi-Brandeburgo et al.,
1988; Lomonte & Gutiérrez, 1989; Lomonte et al. 1990, 1994a; Angulo et al., 1997,
2000; Soares et al., 1998, 2002; Melo & Ownby, 1999), estudos in vitro indicam
claramente que estas miotoxinas ndo afetam somente mioblastos e miotubos, mas

também outros tipos celulares, demonstrando o amplo espectro de atividade citolitica
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destas toxinas (Bruseés et al., 1993; Bultrén et al., 1993; Lomonte et al., 19944, c, 1999;
Incerpi et al., 1995; Rufini et al., 1996; Andrido-Escarso et al., 2000; Angulo et al.,
2000; Soares et al., 2002).

Outras atividades toxicas também foram descritas para as PLAs Lys49 in vivo,
tais como edema, hiperalgesia e liberagcdo de citocinas pré-inflamatorias (Lomonte et
al., 2003). No entanto, ndo ha relatos de neurotoxicidade e, em contraste com as PLAS
neurotoxicas, estas toxinas exibem baixa poténcia letal em ensaios de DLsy (Lomonte et
al., 1985, 2003; Gutiérrez et al., 1986; Homsi-Brandeburgo et al., 1988). Em vista disto,
as PLA,s Lys49 homologas tem sido classificadas como miotoxinas nao-neurotoxicas
(Lomonte et al., 2003). Todavia, uma série de estudos in vitro demonstrou que varias
PLA,s Lys49 de venenos botrdpicos induzem bloqueio das contracfes diretas e indiretas
em preparages neuromusculares isoladas de aves, mamiferos e anfibios (Rodrigues-
Simioni et al., 1983; Heluany et al. 1992, Soares et al., 2000b, 2001; de Oliveira et al.,
2003; Oshima-Franco et al., 2004, Rodrigues et al., 2004; Cavalcante et al., 2005, 2007;
Gallacci et al., 2006; Stabeli et al., 2006; Borja-Oliveira, 2007; Ponce-Soto et al., 2007;
Rodrigues et al., 2007; Randazzo-Moura et al., 2008; Ponce-Soto et al., 2009). Assim,
recentemente, tem sido questionado se estas toxinas apresentam alguma neurotoxicidade
ou se o efeito paralisante in vitro é simplesmente uma manifestacdo da capacidade
citolitica dessas proteinas.

Indmeras investigacfes vém sendo realizadas na expectativa de esclarecer 0s
mecanismos de acdo e 0s sitios determinantes da toxicidade das PLA,S miotoxicas
(Homsi-Brandeburgo et al., 1988; Heluany et al., 1992; Gutiérrez & Lomonte, 1995;
Rodrigues-Simioni et al., 1995; Fletcher et al., 1996; Ownby et al., 1999; Chioato et al.,
2002; Ward et al., 2002). Neste sentido, demonstrou-se que substancias polianiénicas
como a heparina e a suramina sdo capazes de neutralizar a atividade miotoxica de
venenos que contém PLA, Lys49, quando pré-incubadas in vitro (Melo & Suarez-Kurtz,
1988; Melo et al., 1993; Lomonte et al., 1994a, b; Melo & Ownby, 1999, Arruda et al.
2002). Este antagonismo tem sido atribuido a formacdo de complexos acido-base
inativos entre as miotoxinas e 0s compostos polianidnicos (Melo & Suarez-Kurtz, 1988;
Melo et al., 1993). Com base nesses estudos sugeriu-se o envolvimento da regido C-
terminal (115-129, segundo a numeracdo de Renetseder et al., 1985) na atividade toxica
das PLA,s Lys49 (Lomonte et al., 1994b; Lomonte et al., 2003; Murakami et al., 2004;
2005).



E importante ressaltar que tanto a suramina como a heparina sio capazes de
neutralizar simultaneamente as atividades miotoxica e paralisante da BthTX-I em
preparacdes neuromusculares in vitro, indicando a existéncia de uma relacéo entre essas
duas atividades (de Oliveira et al., 2003; Gallacci et al., 2006).

Ainda no sentido de obter substancias que possam inibir as acGes dos venenos
ofidicos, a descoberta de inibidores naturais é de substancial importancia para o
complemento da terapia tradicional, particularmente em relagdo aos danos teciduais
locais. Os extratos vegetais constituem uma fonte rica de compostos
farmacologicamente ativos capazes de inibir as atividades de diversos venenos e toxinas
animais (Melo et al., 1994; Batina et al., 2000; Borges et al., 2000, 2001; Mahanta &
Mukherjee, 2001; Biondo et al., 2003). O uso dessas substancias como antidotos para
venenos de animais é uma opg¢do antiga encontrada em muitas comunidades que nédo
possuem acesso a soroterapia (Borges et al., 2001). O extrato aquoso da Casearia
sylvestris, cujo nome popular no Brasil é “Guacatonga”, neutraliza as atividades
hemorragica, coagulante e proteolitica de venenos brutos e de toxinas purificadas de
varias serpentes do género Bothrops, entre elas: B. asper, B. jararacussu, B. moojeni, B.
neuwiedi e B. pirajai (Borges et al., 2000; 2001).

O desenvolvimento de estudos visando a caracterizacdo das atividades
bioldgicas e do mecanismo de acdo das PLA,s miotoxicas, bem como, a pesquisa de
possiveis agentes neutralizadores destas toxinas podera levar a novas estratégias para o

tratamento dos acidentes ofidicos.



OBJETIVOS



1. Objetivo geral

Avancar no conhecimento do mecanismo da ac¢do paralisante das PLA,s Lys49
in vitro, considerando que 0S venenos que contem essas toxinas ndo apresentam

neurotoxicidade sistémica.

2. Objetivos especificos

Caracterizar as atividades miotoxica e paralisante da MjTX-1l, em preparacdo
neuromuscular de camundongos, e comparar seus efeitos com os da PrTX-1 e da
BthTX-I, através de estudos miografico, eletrofisioldgico e morfologico.

Avaliar a capacidade da suramina e do extrato bruto de Casearia sylvestris em

neutralizar as acOes destas toxinas.



MATERIAL E METODOS
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1. Drogas, Toxinas e Extrato Vegetal

» Drogas utilizadas: suramina (Sigma), d-tubocurarina (Abbott, Brasil).

 PLAs Lys49 homologas: miotoxina-1l (MjTX-Il) isolada do veneno da
Bothrops moojeni; bothropstoxina-1 (BthTX-1) isolada do veneno da Bothrops
jararacussu; e piratoxina-1 (PrTX-1) isolada do veneno da Bothrops pirajai.

» Extrato aquoso liofilizado de folhas de Casearia sylvestris (Flacourtiaceae). A
planta foi identificada pelo Dr. Lin Chau Ming, da Faculdade de Ciéncias
Agrondmicas de Botucatu, UNESP. Uma exsicata (n° HPMU 531) foi
depositada no Herbério de Plantas Medicinais, UNAERP.

As PLA,s Lys49 e o extrato vegetal foram cedidos pelo Prof. Dr. Andreimar

Martins Soares da Universidade de So Paulo (USP), Ribeirdo Preto.

2. Solucdes Nutrientes

* Ringer (mM): NaCl 135; KCI 5; MgCl, 2; NaHCO; 15; Na;HPO, 1; CaCl,
2; e glicose 11.

3. Animais

Camundongos Swiss (18-22 g), machos, adultos, fornecidos pelo Biotério
Central da Unesp, Campus de Botucatu. Os animais foram mantidos em gaiolas
abastecidas com agua e racdo ad libitum, em ambiente com temperatura controlada
(24 £ 2 °C) e ciclo claro-escuro (12/12 horas).

Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica na
Experimentacdo Animal local, protocolo 027/05-CEEA (2005).

11



4. Estudo Funcional

4.1 Preparagdo nervo frénico-musculo diafragma de camundongo

A atividade das PLA,s Lys49 sobre as contragdes musculares foi avaliada
através de registros miograficos in vitro. O camundongo foi sacrificado por
deslocamento cervical e exangiinado por seccdo dos grandes vasos cervicais. Apds
toracotomia ampla, a preparacdo do nervo frénico-musculo diafragma foi removida
(Bulbring, 1997). Durante este periodo a preparacdo foi umedecida intermitentemente
com solucdo nutriente de Ringer. A seguir, 0 hemidiafragma esquerdo foi cortado em
forma de triangulo e montado verticalmente em cuba para 6rgédo isolado, contendo 15
ml de solugdo nutriente, constantemente borbulhada com carbogénio (95 % O, e 5 %
CO,). O bordo costal diafragmatico foi conectado a um suporte de vidro em forma de L.
O centro tendineo do masculo foi conectado a um transdutor de tensdo isométrica
(Grass, FT03), acoplado a um amplificador de sinal (Gould Systems, 13-6615-50). Os
registros foram efetuados em um computador, através de um sistema de aquisicdo de
dados (Gould Sytems, Summit ACQuire e Summit DataViewer).

4.1.1 Registro das contragdes musculares evocadas diretamente

O musculo diafragma foi posicionado entre os polos de um eletrodo bipolar de
platina, e este foi acoplado a um estimulador elétrico (Grass, S88). A tensdo de base de
cada uma das preparacdes foi estabelecida individualmente, de modo a fornecer a tenséo
méaxima em resposta a aplicacdo de pulsos elétricos retangulares com duracéo de 5 ms,
intensidade supraméxima e frequéncia de 0,2 Hz. Para evitar alguma contribuicdo da
contracdo indireta, a d-tubocurarina, um classico blogueador de receptores nicotinicos

pos-sinapticos, foi adicionada a solugdo nutriente na concentracao de 13,4 M.

4.1.2 Registro das contracGes musculares evocadas indiretamente

Para evocar as contragfes musculares através de estimulos indiretos, a
extremidade livre do nervo frénico foi aspirada por um eletrodo de platina “de succéo”,
que se encontrava acoplado a um estimulador elétrico (Grass, S88). O eletrodo de
referéncia, constituido por um fio de platina enrolado no suporte de vidro em forma de

L, servia também para fixar o masculo. As contragdes musculares foram evocadas
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indiretamente, por pulsos elétricos retangulares com duragdo de 0,5 ms, intensidade

supraméaxima e frequéncia de 0,2 Hz.

4.2 Protocolo Experimental do Estudo Funcional

Em todos os experimentos, as preparacdes foram mantidas a 35 + 2 °C e
submetidas a um periodo de estabilizacdo de 45 minutos, durante os quais o liquido
nutriente foi trocado a cada 15 minutos. A seguir, foram registrados 15 minutos de
contragdes controle (na auséncia de qualquer agente). Subseqiientemente, cada um dos
agentes a ser estudado foi adicionado ao banho e avaliou-se o decréscimo percentual das

contracdes diretas e indiretas apos 120 e 90 minutos, respectivamente.

4.2.1 Influéncia das PLA,;s Lys49 sobre as contragdes musculares diretas e
indiretas.

Os efeitos da MjTX-I1 (1,0 uM) foram avaliados sobre as contracOes diretas e

indiretas, e da BthTX-I e da PrTX-I, na mesma concentracdo, foram avaliados apenas

sobre as contragdes indiretas.

4.2.2 Influéncia da interagcdo da MjTX-Il com a suramina sobre as contracoes
musculares diretas e indiretas.

A MjTX-II (1,0 uM) foi pré-incubada com suramina (10,0 uM) por 15 minutos

a temperatura de 35 + 2 °C, como descrito anteriormente por Arruda et al (2002). A

seguir, os efeitos do produto de pré-incubacdo, bem como da suramina (10,0 pM),

foram avaliados sobre as contragdes diretas e indiretas.

4.2.3 Influéncia da interacdo das PLAs Lys49 com o extrato vegetal de Casearia
sylvestris sobre as contragdes musculares diretas e indiretas.

Cada uma das PLA; Lys49 (MjTX-11, BthTX-1 e PrTX-1) na concentracdo de 1,0
pM, foi pré-incubada com o extrato de Casearia sylvestris, seguindo uma relagcdo peso
da toxina/peso do extrato vegetal de 1:1 e 1:5, como previamente descrito (Borges et al.,
2000). Subsequentemente, os efeitos de cada um dos produtos de pré-incubacdo, bem

como do extrato vegetal, isoladamente, foram avaliados sobre as contragdes indiretas.
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Também foram avaliados os efeitos do produto de pré-incubacdo da MjTX-Il com a

Casearia sylvestris sobre as contragdes diretas.

5. Estudo Morfolégico e Morfométrico

Apbs a realizacdo do estudo funcional, fragmentos do musculo diafragma foram
retirados e congelados em nitrogénio liquido. Cortes transversais com 8 pm de
espessura foram realizados em criostato (-20 °C) e submetidos a coloragdo por
hematoxilina e eosina (HE), para a avaliacdo da morfologia geral das fibras musculares
(McManus & Mowry, 1960). Amostras também foram fixadas em solucdo de
Karnovsky (glutaraldeido 2,5 %; paraformaldeido 2 %; tampao fosfato Sorensen 0,1 M,
pH = 7,4) por 4 horas, e lavadas em tetroxido de 6smio 1 %. Os tecidos foram
desidratados em concentracdes crescentes de acetona e embebidos em resina Epon.
Cortes de 1,5 um foram corados com acetato de uranila e citrato de chumbo e
observados em microscopia eletronica.

As preparacOes histoldgicas coradas com HE foram submetidas & anéalise
semiquantitativa. Em cada musculo foram analisados cinco campos microscopicos
diferentes. O numero de fibras com lesdo foi representado como porcentagem do
namero total de fibras (normal + lesada) em cada campo. Este estudo foi realizado

utilizando um sistema de andlise de imagens computadorizado (Leica Germany, Qwin).

6. Estudo Eletrofisioldgico

A preparacdo nervo frénico-musculo diafragma de camundongo (hemidiafragma
esquerdo) foi removida e montada em cuba revestida com resina de silicone, contendo
5 ml de solucdo de Ringer (pH = 7,5). A preparacdo foi mantida na temperatura
ambiente e constantemente borbulhada com carbogénio (95 % O, e 5 % CO,). As cubas
foram colocadas na platina de um microscopio estereoscopico (Askania, SMC 4) para
permitir a manipulacéo eletrofisioldgica da preparagéo.

A técnica utilizada para os registros biolétricos foi a de Fatt & Katz (1951). Os

microeletrodos de vidro foram preparados com o auxilio de um estirador vertical de
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micropipetas (D-David Kopf Instruments, 700) e foram preenchidos com KCI (3 M). O
eletrodo indiferente consistia em um fio de prata cloretado, mantido no interior de um
tubo curvo para adaptacdo a cuba. Os microeletrodos foram introduzidos
intracelularmente nas fibras musculares superficiais, com o auxilio de um
micromanipulador (Leitz), para o registro do potencial de repouso e dos potenciais de
placa terminal em miniatura. Os sinais captados pelo microeletrodo foram levados a um
pré-amplificador com alta impedéancia de entrada e baixa de saida (World Precision
Instruments, Electro 70S), que servia como acoplador de impedancias. Esta parte do
sistema era mantida no interior de uma gaiola de Faraday para reduzir a inferéncia
elétrica. Posteriormente, os sinais eram levados a um sistema de amplificacdo (Biopac
Systems, MP450) e monitorados em um osciloscépio (Tektronix, 2232) de dois canais,
um de acoplamento direto (DC), utilizado para a inspe¢do do potencial de membrana, e
outro de acoplamento capacitivo (AC), para a avaliacdo dos potenciais de placa terminal
em miniatura. Os sinais foram registrados “on line”, utilizando-se um microcomputador
com sistema de aquisicao e analise de dados (AcqgKnowledge®, versdo 3.8.2).

A medida do potencial de repouso foi realizada na regido das placas motoras e,
também, aleatoriamente em regides distantes destas, tanto na auséncia como na
presenca de concentracdes Unicas de cada uma das PLA,;s Lys49. Os potenciais
bioelétricos foram registrados nos tempos de 5, 15, 30, 60 e 90 minutos apos a
administracdo de uma das PLAs Lys49. O registro dos potenciais de placa terminal em

miniatura foi efetuado somente na presenca da MjTX-II.

7. Analise Estatistica

Os resultados experimentais foram agrupados em média e erro padrdo da média
(EPM). As diferencas entre os valores médios foram testadas atraveés de anélise
estatistica utilizando-se o teste “t Student” (para comparacdo de duas amostras) e a
andlise de variancia (ANOVA, para a comparacdo de mais de duas amostras). Neste
ultimo caso, a analise foi complementada através do teste de comparagdes multiplas de

Tukey-Kramer. O nivel de significancia estabelecido foi de 5 %.

15



RESULTADOS

16



1. Estudo Funcional

1.1 Influéncia das PLA,s Lys49 sobre as contra¢des musculares diretas

e indiretas na preparacao frénico-diafragma de camundongo

A MjTX-11 promoveu bloqueio progressivo e tempo-dependente das contragdes
musculares evocadas diretamente e indiretamente nas preparacdes do nervo frénico-
musculo diafragma de camundongos (Figura 1 A e B). O tempo médio para a MjTX-II
reduzir a amplitude das contragdes musculares diretas em 50 % (ty,) foi de 40,4 £ 3,5
minutos (n = 7) e para as indiretas de 36,1 + 2,4 minutos (n = 9), ndo havendo diferenca
significativa entre ambos.

Como ilustrado na Figura 2, a BthTX-1 e a PrTX-l também promoveram
bloqueio das contragdes indiretas na preparacdo frénico-diafragma de camundongos,
com ty, de 40,3 = 3,5 minutos (n = 8) e 49,0 £ 6,9 (n = 6), respectivamente. Ndo se
constatou diferencas significativas entre os ty,s das trés PLA,s Lys49 para as contragoes

indiretas.

17



Figura 1 — Efeito da MjTX-II sobre o decurso temporal da amplitude das contracdes
musculares evocadas diretamente (A) e indiretamente (B) em preparacoes
neuromusculares de camundongos. Os dados foram agrupados em média + EPM
(P < 0,05). * indica o ponto a partir do qual ocorreu diferenca significativa em relacao

ao controle.

Figura 2 — Efeitos da MjTX-Il, BthTX-lI e PrTX-I sobre o decurso temporal da
amplitude das contracdes musculares evocadas indiretamente em preparacGes nervo
frénico-musculo diafragma de camundongos. Os dados foram agrupados em média +
EPM (P < 0,05). * indica o ponto a partir do qual ocorreu diferenca significativa da
MjTX-11 e BthTX-I em relagdo ao controle; + indica diferenca significativa da PrTX-I

em relacédo ao controle.
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1.2 Influéncia da suramina sobre o efeito da MjTX-1l na preparacao

frénico-diafragma de camundongo

A pré-incubagdo com suramina preveniu de forma significativa a paralisia das
contragdes musculares diretas (Figura 3 A) e indiretas (Figura 3 B) induzidas pela
MjTX-1I. A suramina, administrada isoladamente, também ndo promoveu alteracdo das

contragGes musculares quando comparada ao controle.
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Figura 3 — Efeito da MjTX-I1 e do produto de sua pré-incubacdo com a suramina sobre
o0 decurso temporal da amplitude das contragfes musculares evocadas diretamente (A) e
indiretamente (B) em preparacGes neuromusculares de camundongos. Os dados foram
agrupados em média + EPM (P < 0,05). * indica o ponto a partir do qual ocorreu

diferenca significativa em relacédo ao controle.
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1.3 Influéncia do extrato aquoso de Casearia sylvestris sobre a acdo das

PLA,s Lys49 na preparacao frénico-diafragma de camundongo

O extrato aquoso de Casearia sylvetris preveniu a paralisia das contragdes
musculares diretas e indiretas induzida pela MjTX-II na preparagdo frénico-diafragma
de camundongo (Figura 4 A e B). Isoladamente, o extrato ndo afetou as contragoes
musculares.

A Figura 5 mostra a capacidade do extrato aquoso da Casearia sylvetris em
prevenir a paralisia das contracbes musculares indiretas induzida pelas outras PLA,S
Lys49.
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Figura 4 — Efeito da MjTX-1l e do produto de sua pré-incubacdo com o extrato aquoso
de Casearia sylvestris (Cs) sobre o decurso temporal da amplitude das contracGes
musculares evocadas diretamente (A) e indiretamente (B) em preparacOes
neuromusculares de camundongos. Os dados foram agrupados em média + EPM
(P < 0,05). * indica o ponto a partir do qual ocorreu diferenca significativa em relacao

ao controle.

Figura 5 — Efeitos da BthTX-1 (A) e da PrTX-I (B), bem como, dos produtos de pré-
incubacdo de cada uma dessas PLA;S Lys49 com o extrato aquoso de Casearia
sylvestris (Cs) sobre o decurso temporal da amplitude das contracbes musculares
evocadas indiretamente. Os dados foram agrupados em média + EPM (P < 0,05). +e *
indicam o ponto a partir do qual ocorreu diferenca significativa em relacdo ao controle

nas proporcoes de 1:1 (peso/peso) e 1:5 (peso/peso), respectivamente.
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2. Estudo Morfoldgico e Morfométrico

A Figura 6 ilustra a microscopia 6ptica do muasculo diafragma de camundongo.
Observou-se que 0s grupos experimentais controle (Figura 6 A) e Casearia sylvestris
(Figura 6 B) apresentaram a maioria das fibras com formato poligonal, sarcoplasma
acidofilo e nucleos localizados na periferia das fibras. As fibras musculares estavam
claramente delimitadas por uma delicada camada de tecido conjuntivo (endomisio), e
organizadas em fasciculos também delimitados por tecido conjuntivo (perimisio). Os
musculos expostos as PLA,s Lys49 apresentaram diferentes graus de danos musculares
apos 90 minutos de contato com a preparacao. As alteracdes mais evidentes foram fibras
arredondas, edema entre as fibras, areas do citoplasma desprovidas de miofibrilas e
nacleo central (Figura 6 C, E e G). Os musculos submetidos a acdo da mistura de uma
das PLA2s Lys49 com o extrato de Casearia sylvestris apresentaram morfologia
semelhante ao controle (Figura 6 D, F e H).

Como ilustrado na Figura 7, os musculos expostos a acdo das PLA,s Lys49
apresentaram aumento significativo do indice de mionecrose, quando comparados ao
controle. No entanto, os musculos expostos a mistura de pré-incubacéo de cada uma das
PLA,s Lys49 com o extrato de Casearia sylvestris, bem como, aqueles submetidos a
acdo do extrato vegetal isoladamente, ndo apresentaram indices de mionecrose

significativos em relagdo ao controle.

A Figura 8 ilustra a microscopia eletrdnica do musculo diafragma. No grupo
experimental controle (Figura 8 A), observou-se fibras com aspecto normal,
apresentando miofibrilas organizadas em sarcémeros preenchendo todo o sarcoplasma,
mitocondrias com cristas lamelares localizadas nas regifes subsarcolemal e
intermiofibrilar, e cisternas de reticulo sarcoplasmatico entre as miofibrilas. O
sarcolema das fibras apresentou um aspecto regular. Sob a a¢do da Casearia sylvestris
(Figura 8 B) ou de seu complexo com cada uma das PLAs Lys49 (Figura8 D, Fe H), a
maioria das fibras musculares manteve o padrdo semelhante ao controle. Porém, os
musculos submetidos a a¢do das PLA,s Lys49 (Figura 8 C, E e G) mostraram fibras
com desorganizagdo das miofibrilas, que apareceram hipercontraidas ou em forma de
grumos, além da presenca de inumeras areas sem miofilamentos, principalmente na
regido periférica. As mitocondrias apresentaram-se edemaciadas, com dilatacéo, ruptura

ou aumento na eletrodensidade das cristas.
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Figura 6 — Microscopia 6tica do musculo diafragma de camundongos submetidos a
coloracdo por hematoxilina e eosina (HE). Detalhes descritos no texto. (A) controle, (B)
Cs, (C) MjTX-Il, (D) MjTX-II + Cs (1:5), (E) BthTX-I, (F) BthTX-I + Cs (1:5), (G)
PrTX-I, (H) PrTX-1 + Cs (1:5); (ed) edema; (end) endomisio; (f) fibras poligonais;

(seta) fibras arrendodas; (*) perda dos miofilamentos.
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Figura 7 — Efeito do extrato aquoso de Casearia sylvestris (Cs) sobre o indice de
mionecrose induzido pela MjTX-II, BthTX-I e PrTX-I em preparaces do musculo
diafragma de camundongos. Os dados foram agrupados em média £+ EPM de

4-8 experimentos. * indica diferenca significativa em relacdo ao controle (P < 0,05).
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Figura 8 — Microscopia eletrénica do musculo diafragma de camundongo. Detalhes
descritos no texto. (A) controle, (B) Cs, (C) MjTX-II, (D) MjTX-Il + Cs (1p:5p), (E)
BthTX-I, (F) BthTX-1 + Cs (1p:5p), (G) PrTX-I, (H) PrTX-1 + Cs (1p:5p). (seta)
membrana plasmatica; (mi) mitocondrias; (m) miofibrilas; (n) nucleo; (cabeca de seta)

mitocondria edemaciada; (*) areas desprovidas de miofibrilas.
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3. Estudo Eletrofisioldgico

A MjTX-I1, a BthTX-1 e a PrTX-I isoladamente promoveram despolarizacdo das
fibras musculares durante o periodo de 90 minutos de contato com as preparacdes do
musculo diafragma de camundongos (Figura 9). A partir de 5 minutos, observou-se
despolarizagéo progressiva e acentuada do potencial de membrana em repouso da fibra
muscular em regies proximas a placa motora terminal (Figura 9 A) e, ap6s 15 minutos,
em regides distantes desta (Figura 9 B).

A Figura 10 ilustra a freqiiéncia dos potenciais de placa terminal em miniatura
nos musculos diafragma de camundongos no decorrer do tempo. Ap6s 5 minutos da
administracdo da MjTX-Il, ocorreu aumento da frequéncia dos potenciais de placa
motora em miniatura. Todavia, esses registros foram comprometidos a partir de 30
minutos de contato da preparacdo com a toxina, devido a intensa despolarizacdo das

fibras musculares.
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Figure 9 — Decurso temporal dos potenciais de membrana em repouso de preparagdes
do musculo diafragma de camundongos submetidas a acdo de PLA,s Lys49 em regides
préximas a placa motora terminal (A) e distantes (B). Os dados foram agrupados em
média + EPM (P < 0,05). + indica 0 momento a partir do qual ocorreu diferenca
significativa da MjTX-11 em relacdo ao controle e * indica a diferenca da BthTX-1 ou

PrTX-I em relagdo ao controle.
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Figure 10 — Freqléncia dos potenciais de placa terminal em miniatura (pptms) no
decorrer do tempo apo6s a administracdo da MjTX-1I em preparagdes neuromusculares
de camundongos. Os dados foram agrupados em média + EPM (P < 0,05). * indica

diferenca significativa em relagédo ao controle.
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DISCUSSAO

29



As PLA,s sdo 0s componentes mais abundantes dos venenos de serpentes e
apresentam uma ampla variedade de atividades bioldgicas (Kini, 2003). Entre essas
proteinas, destacam-se as PLA,s Lys49 dos venenos de serpentes do género Bothrops,
que apesar de serem destituidas de atividade enzimaética, induzem um quadro de
mionecrose local severa. Embora os acidentes produzidos por essas serpentes ndo
promovam nenhum sinal clinico de neurotoxicidade, as PLA,s Lys49 isoladas de varios
venenos botropicos bloqueiam o processo de transmissdo neuromuscular in vitro
(Rodrigues-Simioni et al., 1983, 1995, 2004; Cogo et al., 1993, 1998; Costa et al., 1999;
Heluany et al., 1992; Lobo-de-Araujo et al., 2002; Prianti et al., 2003; Zamunér et al.,
2004; Cavalcante et al., 2005, 2007; Gallacci et al., 2006; Randazzo-Moura et al., 2008;
Ponce-Soto et al., 2009). Assim, compreender 0s mecanismos da atividade paralisante
in vitro das PLA,s Lys49 ainda é uma tarefa desafiadora. Neste sentido, no presente
estudo caracterizaram-se as atividades da MjTX-11 em preparacdes neuromusculares de
mamifero in vitro, e seus efeitos foram comparados com os da PrTX-l e,
principalmente, com os da BthTX-l, que tem sido extensivamente investigada em
preparagdes neuromusculares (Rodrigues-Simioni et al., 1995; Oshima-Franco et al.,
2001; Soares et al., 2002; de Oliveira et al., 2003; Oshima-Franco et al., 2004;
Cavalcante et al., 2005, 2007; Gallacci et al., 2006).

A MjTX-Il, isolada do veneno da Bothrops moojeni, é uma PLA; Lys49, com
peso molecular de aproximadamente 13,5 kDa (Lomonte et al., 1990; Soares et al.,
1998; 2004; Watanabe et al., 2005). Esta proteina apresenta atividade miotdxica,
caracterizada pelo aumento da concentracdo plasmaética de creatina-quinase e por
alteragdes morfoldgicas em musculos de camundongos in vivo (Soares et al., 1998,
2004). Recentemente, Stabeli e colaboradores (2006) demonstraram que a MjTX-Il é
capaz de induzir bloqueio neuromuscular na preparacdo frénico-diafragma isolada de
camundongos. Todavia, 0 mecanismo desta atividade paralisante in vitro, bem como a
sua relacdo com a atividade miotoxica ainda ndo estao esclarecidos.

Demonstrou-se, no presente trabalho, que a MjTX-Il, da mesma forma que a
BthTX-1 e a PrTX-1, induz efeitos miotdxico e bloqueador neuromuscular na preparacao
frénico-diafragma de camundongos. Tais achados sdo semelhantes aos descritos na
literatura para estas e outras miotoxinas PLA, Lys49 (Rodrigues-Simioni et al., 1995;
Soares et al., 2000b, 2001; de Oliveira et al., 2003; Gallacci et al., 2006; Stabile et al.,
2006; Randazzo-Moura et al., 2008). O efeito miotdxico foi caracterizado por lesdes

musculares tipicas e, no caso da MjTX-Il, também pela paralisia irreversivel das
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contragbes musculares evocadas diretamente, que independe do processo de
neurotransmissao (Harvey et al., 1994; Ownby et al., 1999). O bloqueio neuromuscular
foi evidenciado pela paralisia irreversivel das contragdes musculares evocadas
indiretamente, e apresentou decurso temporal semelhante para as trés toxinas.

O estudo eletrofisioldgico revelou a atividade despolarizante das PLA,s Lys49
na membrana da fibra muscular de camundongos, bem como a habilidade da MjTX-II
em induzir aumento na freqiéncia dos potenciais de placa motora terminal. Tais
achados foram pioneiramente descritos por Rodrigues-Simioni e colaboradores (1983)
na preparacdo neuromuscular de ra submetida a acdo de uma fracdo do veneno da
Bothrops jararacussu, que posteriormente foi denominada bothropstoxina por Homsi-
Brandeburgo e colaboradores (1988). Considerando que esta fracdo néo inibia a
despolarizagdo do nervo induzida pelo fon K*, nem impedia 0 aumento da liberagdo
quantica espontanea de neurotransmissor, promovida pelo veneno da aranha vilva-
negra, Rodrigues-Simioni e colaboradores (1983) sugeriram que a fracdo do veneno néo
afeta diretamente o nervo motor. Em trabalho subseqiiente, Heluany e colaboradores
(1992) demonstraram que o bloqueio neuromuscular induzido pela BthTX-1 na
preparacdo de camundongos apresenta caracteristicas similares aos promovidos por
bloqueadores neuromusculares do tipo despolarizante, visto que a paralisia ndo é
revertida pela acdo de drogas anticolinesterasicas, ndo ha escape das contracGes
tetdnicas (inibicdo de Wedensky), tampouco facilitacdo pds-tetdnica. Tomados em
conjunto, esses resultados sdo indicativos de que o blogueio neuromuscular induzido
pelas PLA,s Lys49 possa ser consequiéncia da atividade despolarizante de membrana
dessas proteinas.

Observou-se também no presente estudo que a suramina foi capaz de neutralizar
simultaneamente as atividades miotoxica e blogueadora neuromuscular da MjTX-II
quando pré-incubada in vitro. Achados similares foram previamente descritos quando
da pré-incubacdo da BthTX-I com a suramina ou a heparina (de Oliveira et al., 2003;
Gallacci et al., 2006). Esses resultados sugerem a existéncia de uma relacdo entre as
atividades miotdxica e bloqueadora neuromuscular das PLAs Lys49.

Os compostos polianiénicos, como a heparina e a suramina, sdo valiosos no
esclarecimento da relacdo estrutura-funcdo das PLA,s homdlogas. A interacdo da
heparina com a porgdo C-terminal da miotoxina-11 (BaspTX-1l), isolada do veneno da
Bothrops asper, forneceu a primeira evidéncia de uma regido molecular envolvida na

acao toxica de uma PLA; Lys49 (Lomonte et al., 1994b). O mapeamento do sitio de
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ligagdo da heparina com a toxina mostrou que este consiste de uma fita continua de
residuos de aminodcidos (115-129, segundo a numeracdo de Renetseder et al., 1985),
rica em lisina, que esta localizada proxima a regido C-terminal da toxina (Lomonte et
al., 1994b). Contudo, estudos posteriores utilizando peptideos sintéticos, constituidos
pelos residuos 115-129, demonstraram que estes peptideos sdo capazes de reproduzir 0s
efeitos citotoxicos da BaspTX-Il in vitro, mas ndo reproduzem seus efeitos miotoxicos
in vivo, indicando que, além dos residuos 115-129, outros determinantes estruturais da
proteina sdo necessarios para expressar a miotoxicidade total (Lomonte et al., 1999).
Posteriormente, Murakami e colaboradores (2005) relataram que a suramina, além de se
ligar a regido C-terminal da BaspTX-Il, é capaz de interagir com parte da regido
correspondente ao “loop” de célcio, promovendo assim, a inibicdo dos efeitos
miotoxicos in vivo e in vitro da toxina. Uma vez que a BaspTX-1l apresenta homologia
estrutural com a MjTX-Il (de Azevedo et al., 1997), pode-se sugerir que a regido C-
terminal desta toxina também esteja envolvida em sua atividade miotéxica. Da mesma
forma, os resultados deste estudo ainda permitem inferir sobre o envolvimento desta
regido na atividade bloqueadora neuromuscular in vitro da MjTX-Il. Esta hipotese é
corroborada por estudos que indicam uma relacdo da regido C-terminal das PLAjS
Lys49 com varias outras atividades bioldgicas dessas proteinas, incluindo
desestabilizacdo de lipossomos, citotoxicidade em diversas linhagens celulares,
atividades bactericida e de hiperalgesia (Soares et al., 2001; Lomonte et al., 2003).

Similarmente ao descrito para a suramina, a pré-incubacao com e extrato aquoso
de Casearia sylvestris também inibiu as atividades miotoxica e blogueadora
neuromuscular da MjTX-I1, bem como da PrTX-I e da BthTX-I. Tais achados ampliam
0 espectro da atividade antiofidica desse extrato e reforca a hipotese de que a paralisia e
a mionecrose induzidas pelas PLA,s homologas estejam estritamente relacionadas. Os
mecanismos de acdo, bem como, 0s componentes responsaveis pela atividade
antiofidica da Casearia sylvestris ainda estdo sendo investigados (Cintra-Francischinelli
et al., 2008; Da Silva et al., 2008).

A influéncia da temperatura de incubagdo em experimentos realizados in vitro
tem sido uma abordagem utilizada para investigar a acdo das PLA,s homoldgas
(Lomonte al., 1994c; Cavalcante et al., 2005). Inicialmente, Lomonte e colaboradores
(1994c) observaram que a BaspTX-Il néo induzia dano celular quando incubada por
30 minutos na temperatura de 2-4 °C, sendo facilmente removida por lavagem. No

entanto, o retorno da atividade toxica ocorria quando a temperatura era elevada para
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37 °C. Esses achados indicaram que a for¢a de interacdo da toxina com seus possiveis
alvos na membrana celular é diminuida por baixas temperaturas, sugerindo que a
interacdo baseada apenas na carga elétrica € muito fraca. Sendo assim, seria necessaria
uma etapa adicional de penetracdo da toxina na porc¢éo lipidica da membrana celular,
através de regiGes hidrofébicas da molécula, para a manifestacdo de sua toxicidade. Esta
etapa poderia ser afetada por mudancas na fluidez da membrana promovida pela baixa
temperatura (Lomonte et al., 1994c). Posteriormente, Cavalcante e colaboradores (2005)
observaram que a baixa temperatura de incubacdo prevenia tanto o efeito miotdxico
quanto o bloqueador neuromuscular da BthTX-I. Assim, sugeriu-se que a ligacdo e
possivelmente também a parcial penetracdo da toxina na regido hidrofébica da
membrana celular é necessaria para o estabelecimento de ambos os efeitos, miotdxico e
bloqueador neuromuscular, da BthTX-I, fortalecendo a hipdtese da existéncia de uma
relacdo entre essas atividades (Cavalcante et al., 2005).

Entretanto, alguns estudos de relacdo estrutura-atividade se opdem a hipétese de
que os efeitos miotoxico e bloqueador neuromuscular in vitro das PLA,s homdlogas
estariam relacionados (Ward et al. 1998; Stabile et al. 2006). Com base na comparacao
de sequiéncias de aminoacidos, Ward e colaboradores (1998) identificaram residuos de
aminoacidos altamente conservados em algumas PLA,s Lys49 que poderiam estar
teoricamente associados com uma agdo pré-sindptica dessas proteinas. Estudos que
envolvem a modificagdo quimica de residuos especificos tém sugerido uma dissociacao
parcial ou uma sobreposicdo de sitios farmacoldgicos e toxicos das PLA,s Lys49. Por
exemplo, as alteracbes de residuos de Tyr podem afetar os efeitos de letalidade,
miotoxicidade, citotoxicidade e bloqueador neuromuscular destas toxinas (Andrido-
Escarso et al. 2000; Soares et al., 2000a, b; Stébile et al., 2006). Por outro lado, a
modificacdo de residuos de Trp provoca apenas uma discreta reducdo do efeito
miotdxico da MjTX-1lI, mas induz um enfraquecimento relevante de sua atividade
bloqueadora neuromuscular, sugerindo uma dissociacao entre estas atividades (Stabile
et al., 2006). Embora esses estudos fornecam informacGes valiosas, devem ser
considerados com cautela, uma vez que as modificagdes podem promover alteragdes na
estrutura tridimensional destas toxinas.

As evidéncias atuais ndo permitem excluir a possibilidade de que as miotoxinas
PLA, homologas possam apresentar acOes especificas na juncdo neuromuscular. No

entanto, em analogia com a agdo miotoxica, a atividade bloqueadora neuromuscular das
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PLA,s homologas in vitro também poderia ser explicada com base na sua capacidade de
desestabilizar membranas bioldgicas, como sera discutido a seguir.

Estudos anteriores sugerem que as miotoxinas PLA; apresentam seu sitio inicial
de acdo na membrana plasmatica da célula muscular (Jonhson & Ownby, 1993;
Gutiérrez & Lomonte, 1995; Ownby et al., 1999). Evidéncias experimentais indicam
uma interacdo eletrostatica entre os sitios catidnicos das toxinas e grupos carregados
negativamente da membrana da célula muscular (Mebs & Ownby, 1990; Diaz et al.,
1991; Rufini et al., 1992; Jonhson & Ownby, 1993). Apds esta ligacdo inicial, as
miotoxinas penetrariam na bicamada lipidica por interacdo hidrofébica, mediada por
uma regido citolitica da molécula, promovendo a desestabilizacdo da membrana celular
com conseqiiente perda da regulacdo da permeabilidade a ions e macromoléculas
(Gutiérrez & Lomonte, 1995). O caréater dimérico de muitas PLA,s Lys49 homologas
permite alteracfes na conformacéo da estrutura quaternaria da molécula que favorece o
contato destas proteinas com a membrana e, posteriormente, facilita sua penetracdo na
bicamada lipidica (Da Silva Giotto et al., 1998; Magro et al., 2003). Outra possibilidade
a ser considerada é que, sob a forma dimérica, e, portanto, divalente, estas toxinas
apresentariam maior avidez por sitios negativos da membrana celular (Angulo et al.,
2005).

A primeira conseqiiéncia da desestabilizagdo de membrana, induzida pelas
PLA,s Lys49 homdlogas, € o colapso na regulacdo da permeabilidade a ions, levando a
perda do potencial de membrana, provavelmente devido ao reequilibrio dos ions Na®,
K* e CI. A desestruturagdo da membrana também causa um influxo de Ca**
extracelular, devido ao proeminente gradiente eletroquimico desse cation que existe
através da membrana (Gutiérrez & Ownby, 2003; Villalobos et al., 2007). Além disso, a
despolarizacéo induzida pelo influxo de Na* pode promover a liberagdo de Ca** de
reservas intracelulares (Johnson & Ownby, 1994). Entretanto, independentemente do
mecanismo inicial, o aumento da concentracdo de Ca®* citosélico gera uma série de
eventos como a hipercontracdo de miofilamentos, danos mitocondriais e ativagdo de
proteases e fosfolipases dependentes de calcio, que amplificam o processo de lesdo
muscular (Gutiérrez & Ownby, 2003; Montecucco et al., 2008).

Em adicdo, a despolarizacao celular poderia ser a causa da paralisia muscular in
vitro promovido pelas PLAs Lys49 homologas. De fato, niveis baixos e persistentes de
despolarizacdo celular poderiam criar areas de inexcitabilidade na membrana da fibra

muscular, devido a inativagdo de canais de Na* voltagem-dependentes, prejudicando
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assim a geracdo do potencial de acdo ao longo da fibra (Figura 11). Além da
contratibilidade muscular, a despolarizacdo poderia afetar também o processo de
transmissdo neuromuscular, que depende da excitabilidade de uma regido restrita da
membrana da fibra muscular ao redor da placa motora. A inativacdo de canais de sddio
na regido periplaca pode elevar o limiar de excitabilidade da fibra muscular e, desta
forma, o potencial de placa ndo é capaz de deflagrar o potencial de acdo muscular. A
despolarizacdo desta regido também pode afetar a terminacdo nervosa e,
consequentemente, a liberacdo de acetilcolina (Figura 11). Realmente, ha evidéncias de
que a despolarizacdo parcial da terminacdo nervosa por uma corrente elétrica catodica
ou por um excesso de K* promove aumento da liberagio espontanea de acetilcolina, isto
é, aumenta a freqiiéncia dos potenciais de placa terminal em miniatura (Bowman &
Rand, 1980), como o observado no presente estudo para a MjTX-I11.

Como comentado anteriormente, apesar de induzir evidente efeito blogueador
neuromuscular in vitro, as PLA,s Lys49 sdo desprovidas de neurotoxicidade quando
administradas por via intravenosa ou intraperitoneal (Gutiérrez & Lomonte, 1995). Da
mesma forma, essas proteinas também induzem dréstica mionecrose local, quando
injetadas por via intramuscular, mas sdo destituidas de atividade miotoxica sistémica
(Gutiérrez & Lomonte, 1995). A auséncia de neurotoxicidade e miotoxicidade sistémica
das PLAs Lys49 pode estar relacionada a ligacdo ndo-especifica dessas proteinas com
diversos tipos celulares (Bultron et al., 1993; Lomonte et al., 1994b, 1999), impedindo a
orientacdo destas para sitios farmacoldgicos distantes, como terminacdes nervosas ou
células musculares (Ponce-Soto et al., 2007). Esta hipotese, que tem sido proposta para
diferenciar as acGes locais e sistémicas das PLA,s homologas (Ponse-Soto et al., 2007),
pode ser estendida para explicar porque estas toxinas apresentam atividade bloqueadora
neuromuscular em preparagdes isoladas, mas ndo induzem efeito neurotéxico in vivo.
De fato, quando testadas in vitro, estas proteinas sdo colocadas diretamente em contato
com os possiveis alvos de acdo no complexo mioneural, ndo se perdendo por ligacGes a
sitios ndo-especificos. Assim, independente do mecanismo de agdo, o bloqueio da

transmissdo neuromuscular in vitro se estabelece.
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Figura 11 — Hipotese para o mecanismo de bloqueio neuromuscular
induzido por PLA,s Lys49 in vitro. (1) Ligacdo das PLA,s Lys49 a dominios
hidrofébicos da membrana plasmatica das células musculares e alteracdo néo-
enzimatica da estrutura da membrana. (2) Colapso do gradiente idnico e despolarizacao
da fibra muscular e da terminacdo nervosa, devido ao reequilibrio do gradiente de
concentracdo de ions sodio e potassio. (3) Inativacdo dos canais de sodio voltagem-
dependentes na regido peri-juncional. (4) Aumento do limiar de excitabilidade da fibra
muscular, tornando o PPT subliminar para a geracdo do potencial de acdo muscular,
com consequente bloqueio da transmissdo. (5) Aumento da liberacdo espontanea de
acetilcolina, i.e. da frequéncia dos pptms (4), devido a despolarizacdo da terminacgéo
nervosa. (6) Elevacdo na concentracdo citosolica de calcio, devido a ruptura da
membrana da fibra muscular, iniciando uma série complexa de efeitos degenerativos na
célula. PPT = potencial de placa motora terminal; pptm = potencial de placa motora

terminal em miniatura.
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37



Os resultados deste estudo permitem concluir que:

v' A suramina é uma ferramenta importante para o estudo da relagdo
estrutura-atividade das miotoxinas PLA,s Lys49, indicando o
envolvimento das regides C-terminal e de parte do “loop” de calcio nas
atividades miotdxica e blogueadora da transmissdo neuromuscular in vitro
destas toxinas;

v O extrato bruto de Casearia sylvestris é um potencial agente neutralizador
das PLAs Lys49;

v" O bloqueio da transmissdo neuromuscular induzido pela MjTX-1I, bem
como pela BthTX-1 e PrTX-I, provavelmente, decorre da despolarizacdo da
fibra muscular causada pela acdo desestabilizadora de membrana destas
toxinas.

v/ A falta de atividade neurot6xica sisttmica pode estar relacionada com a
ligacdo nao especifica das PLA,s Lys49 com os varios tecidos, impedindo
assim a orientacdo destas toxinas para sitios farmacoldgicos distantes,

como terminacdes nervosas ou celulas musculares.
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RESUMO
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As fosfolipases A, (PLA,S) que apresentam substituicdo do residuo de aspartato
pelo de lisina na posicdo 49, PLA,s Lys49 homologas, sdo importantes componentes
miotdxicos dos venenos de serpentes da familia Viperidae. Estas proteinas induzem
severa mionecrose através de um mecanismo calcio-independente. Tradicionalmente, as
PLA,s Lys49 sdo classificadas como miotoxinas nao-neurotdxicas, visto que ndo
causam paralisia quando injetadas in vivo, mesmo em doses elevadas. No entanto,
varios estudos in vitro demonstram que as PLA,s Lys49 dos venenos de serpentes do
género Bothrops induzem bloqueio neuromuscular em preparagdes isoladas. Sendo
assim, o objetivo do presente estudo foi avancar no conhecimento do mecanismo da
acao paralisante in vitro destas toxinas. Para tanto, foram caracterizadas as atividades da
MjTX-II, isolada do veneno da Bothrops moojeni, em preparacoes frénico-diafragma de
camundongos, através de estudos miografico, eletrofisiolégico e morfoldgico. Os
efeitos desta toxina foram comparados com os da PrTX-1 e da BthTX-I, isoladas do
veneno da Bothrops pirajai e da Bothrops jararacussu, respectivamente. Além disto, foi
avaliada a capacidade da suramina e do extrato aquoso de Casearia sylvestris em
neutralizarem as acgdes destas toxinas. Os resultados obtidos mostraram que a MjTX-II,
da mesma forma que a BthTX-1 e a PrTX-I, induziu efeitos miotéxico e bloqueador
neuromuscular na preparacdo frénico-diafragma de camundongos. O estudo
eletrofisioldgico revelou a atividade despolarizante das trés toxinas na membrana da
fibra muscular, bem como a habilidade da MjTX-I1 em induzir aumento na freqiéncia
dos potenciais de placa motora terminal em miniatura. A pré-incubacdo com e extrato
aquoso de Casearia sylvestris neutralizou as atividades miotdxica e blogueadora
neuromuscular das trés toxinas. De forma similar, a pré-incubacdo com suramina
neutralizou as atividades da MjTX-Il. Tomados em conjunto, tais achados sugerem que
a despolarizagéo celular pode ser a causa do bloqueio neuromuscular in vitro promovida
pelas PLA,s Lys49 homologas. Ainda, uma possivel explicacdo para a auséncia de
neurotoxicidade e miotoxicidade sistémicas das PLAs Lys49 foi proposta com base na
ligagdo ndo-especifica dessas proteinas com diversos tipos celulares, que impediriam a
orientacdo destas toxinas para sitios farmacoldgicos distantes.
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Phospholipases A, (PLAs) with a lysine substituting for the highly conserved
aspartate 49, Lys49 PLA, homologues, are important myotoxic components in venoms
from snakes of Viperidae family. These proteins induce conspicuous myonecrosis by a
catalytically-independent mechanism. Traditionally, the Lys49 PLA, homologues are
classified as non-neurotoxic myotoxins given their inability to cause paralytic effect
when injected in vivo, even at relatively high doses. However, a series of in vitro studies
has shown that several Lys49 PLA, homologues from Bothrops snake venoms induce
neuromuscular blocking activity on nerve-muscle preparations in vitro. Therefore, the
aim of this work was to advance in the understanding of the mechanisms underlying the
in vitro paralyzing action of these proteins. Thus, we characterized the activities of
MjTX-II, from Bothrops moojeni venom, in mice phrenic-diaphragm preparation by
means of myographical, electrophysiological and morphological approaches. The
effects of this toxin were compared with those of PrTX-1 and BthTX-I, from Bothrops
pirajai and Bothrops jararacussu venoms, respectively. Besides this, we evaluated the
ability of suramin and the aqueous extract of Casearia sylvestris in neutralizing the
actions of these toxins. The results showed that the MjTX-11, as well as BthTX-1 and
PrTX-1, induced myotoxic and neuromuscular blocking activities in phrenic-diaphragm
preparation of mice. The electrophysiological study revealed the depolarizing activity of
these toxins in the muscle fiber membrane and the ability of MjTX-II to increase the
frequency of miniature endplate potentials. The pre-incubation with the aqueous extract
of Casearia sylvestris neutralized both myotoxic and neuromuscular blocking activities
of all toxins. Similarly, the pre-incubation with suramin neutralized the activities of
MjTX-II. Taken together, these findings suggest that the cell depolarization may be the
cause of the in vitro neuromuscular blockade promoted by Lys49 PLA,s. Therefore, a
possible explanation for the lack of both systemic neurotoxicity and myotoxicity of
Lys49 PLA,s was proposed based on the non-specific binding of these proteins with

different cell types, which inhibit their orientation to distant pharmacological sites.
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