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Resumo

As fosfolipases A, (PLA,S) estdo entre 0s principais componentes de venenos ofidicos,
podendo representar até 60 % do conteudo protéico destas secre¢cBes em algumas espécies. As
classicas (PLA,s Asp49) sdo enzimas dependentes de célcio que hidrolisam a ligagdo ester
sn-2 de glicerofosfofolipideos de membrana liberando lisofosfolipideos e acidos graxos.
Algumas variantes das PLA,s apresentam a substituicdo de residuos criticos envolvidos na
coordenagdo do co-fator Ca*, dentre estas se destacam as PLA, Lys49, cataliticamente
inativas, que apresentam um residuo de lisina na posicdo 49. As PLA,s ofidicas sdo capazes
de promover uma ampla variedade de efeitos dentre os quais miotoxicidade e neurotoxicidade
sdo os mais frequentemente observados. A despeito de serem catliticamente inativas, as
PLAZ2s Lys49 induzem intensa mionecrose local. Embora sejam classificadas com miotoxinas
ndo-neurotoxicas, estas promovem paralisia muscular in vitro. Recentemente sugeriu-se que
estes efeitos promovidos pelas PLA,s Lys49 seriam decorrentes da acdo desestabilizadora de
membrana promovida por estas toxinas. Em contraste, as neurotoxinas PLA,s bloqueiam a
transmissdo neuromuscular in vivo e in vitro. Sugere-se que tal efeito seja consequéncia de
acOes pré e/ou pos-sinapticas. As PLA,s tem sido intensamente estudadas uma vez que 0s
acidentes ofidicos ocasionam elevada morbidade e mortalidade em popula¢gdes do mundo
todo. Assim sendo, o presente estudo teve como objetivo avancar no entendimento dos
mecanismos de acdo bem como da relacdo entre a estrutura e a atividade de PLA,s ofidicas
dos tipos Asp49 e Lys49. Para tanto, foram realizados estudos miograficos e morfologicos na
preparacdo neuromuscular de camundongos utilizando a bothropstoxina-1 (miotoxina, PLA,
Lys49 do veneno da Bothops jararacussu), crotoxina (neurotoxina heterodimérica do veneno
da Crotalus durrissus terrificus) bem como sua PLA; Asp49 isolada e potenciais
neutralizadores vegetais (extrato etandlico de Tabernaemonthana catharinensis e seu
alcaldide 12-metoxi-4-metilvoacalotina). Os resultados obtidos no presente estudo mostram
gue o potencial neutralizador do extrato de Tabernaemonthana catharinensis sobre os efeitos
induzidos pela bothropstoxina-1, na preparacdo neuromuscular de camundongos, é limitado
por sua toxicidade. Por outro lado, o alcaldide 12-metoxi-4-metilvoacalotina ndo apresentou
toxicidade para a preparacdo neuromuscular e neutralizou parcialmente tanto o efeito
miotdxico quanto o paralisante promovido pela bothropstoxina-I in vitro. Estes resultados
corroboram a hipétese de que ambos os efeitos induzidos pela toxina sdo decorrentes de sua
atividade desestabilizadora de membrana. As simulagfes de docking molecular indicam a

necessidade investigar se ocorre a formacdao de um complexo entre o alcaléide 12-metoxi-4-



metilvoacalotina e a bothropstoxina-1 e quais os sitios da toxina envolvidos nesta possivel
interacdo. O extrato de Tabernaemonthana catharinensis bem como o alcaldide 12-metoxi-4-
metilvoacalotina ndo afetaram o efeito neurotdxico promovida pela crotoxina e nem tampouco

por sua subunidade basica isoladamente.



Abstract

Phospholipases (PLA,s) are among the main toxic components of snake venoms,
representing in some species about 60% of venoms protein. The classic PLAs (Asp49 PLA,S)
are calcium-dependent enzymes that hydrolises that the sn-2 acyl bond of
glycerophospholipids, generating free fatty acids and lysophospholipids. Some variants of
PLA,s present substitution of critical aminoacid residues involved in the coordenation of the
co-factor calcium, as a consequence, enzymatic activity is drastically impaired. Among these
variants, the Lys49 PLA;s present a lysine residue at position 49 and are catalytically inactive.
Snake venvom PLA,s are able to promote a wide range of biological activity including
myotoxicity and neurotoxicity. Despite their lack of enzymatic activity, Lys49 PLA,s induce
severe local myonecrosis, and although they are non-neurotoxic myotoxins, the Lys49 PLA,s
induce neuromuscular blockade in vitro. Recently, it was suggested that both the myotoxic
and the paralysing effects promoted by Lys49 PLA,s are consequences of their membrane
destabilizing activity. In contrast, the PLA,s neurotoxins block the neuromuscular
transmission both in vivo and in vitro by means of presynaptic and/or postasynaptic actions.
Snake venom PLA,s have been extensively investigated given that the snake bites are
associated with high level of mortality worldwide. Thus, in the present work, we investigated
the mechanisms of action and the sctructure-activity relationship of both Asp49 PLA,s and
Lys 49 PLA,s. In this way, myographic and morphological studies were performed in mice
neuromuscular preparations using bothropstoxin-1 (a Lys49 PLA, myotoxin from Bothrops
jararacussu snake venom), crotoxin (a heterodimeric neurotoxin from Crotalus durissus
terrific snake venom), as well as its Asp49 PLA, isolated subunit and potential vegetal
neutralizer (etanolic extract of Tabernaemontana catharinensis and its alkaloid 12-methoxy-
4-methylvoachalotine). The results of this work show that the neutralizer potential of
Tabernaemontana catharinensis extract upon the effects of bothrpstoxin-I on mice
neuromuscular preparation is limited by its toxicity. On the other hand, the 12-methoxy-4-
methylvoachalotine alkaloid did not present toxicity on neuromuscular preparation and
neutralized both the myotoxic and the paralysing effect induced by bothropstoxin-I in vitro.
These results support the hypothesis that both effects induced by the toxin are due to the
membrane destabilizing activity. The docking simulations indicate that it is necessary to
investigate whether there are the formation of a complex between the alkaloid 12-methoxy-4-
methylvoachalotine and bothropstoxin-1 and the identification of the sites involved in the

possible interaction. The Tabernaemontana catharinensis extract and alkaloid 12-methoxy-4-



methylvoachalotine affect neither the neurotoxicity promoted by CTX nor that caused by its

subunit.
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1.INTRODUCAO




As fosfolipases constituem uma superfamilia de enzimas diferentes (Al, A2, C e D),
que sdo caracterizadas pela habilidade em hidrolisar fosfofolipideos, liberando diversos

produtos de acordo com o sitio de a¢do no substrato (Figura 1).

Figura 1- Sitios de hidrdlise das fosfolipases Al, A2, C e D (Nelson and Cox -
Lehninger, 2011)

Entre essas se destacam as fosfolipases A, (PLA,s EC 3.1.1.4), que atuam sobre a
ligacdo ester sn-2 de moléculas de glicerofosfolipideos de membrana, liberando
lisofosfolipideos e acidos graxos (Six & Dennis, 2000; Valentim & Lambeau, 2000; Burke &
Dennis, 2009a). Estas enzimas podem ser secretadas ou intracelulares, e estdo classificadas
em varios grupos e diversos subgrupos com base em critérios bioquimicos e estruturais (Six &
Dennis, 2000; Marcussi et al., 2007; Burke & Dennis, 2009a; b).

As PLA;s estdo amplamente distribuidas na natureza e, em mamiferos, desempenham
papel chave em muitos processos, incluindo a sinalizagdo celular, a remodelagem de

fosfolipideos de membrana, e a mediacdo do processo inflamatorio, entre outros (Moolenaar
2



et al., 1997; Bingham & Austen, 1999; Gijon & Leslie, 1999; Six & Dennis, 2000). Além
disso, as PLA,s estdo entre os principais componentes dos venenos de animais invertebrados e
vertebrados, onde exercem varias atividades tdxicas envolvidas na captura e digestdo da presa
(Valentin & Lambeau, 2000; Lynch, 2007). Estas toxinas sdo particularmente abundantes em
venenos de serpentes podendo representar, em algumas espécies, até 60% do contetdo
protéico total destas secrecbes (Calvete et al., 2007). As PLA,s ou complexos protéicos
contendo essas enzimas estdo entre 0s componentes toxicos mais potentes encontrados nos
venenos de serpentes. Algumas PLA,s atuam especificamente sobre o sistema nervoso
periférico e paralisam a presa rapidamente, outras atuam principalmente no musculo
esquelético, promovendo mionecrose, e algumas atuam tanto no sistema nervoso periférico
guanto na musculatura esquelética. Ha ainda aquelas que afetam a coagulacdo sanguinea e a
agregacdo plaquetaria, causam hipotensdo, hemdlise e edema (Kini, 2003; Montecucco et al.,
2008).

O conjunto das PLA,s ofidicas tem sido intensamente estudado uma vez que 0s
acidentes por picadas de serpentes representam um problema de salude publica grave em
muitos paises tropicais e subtropicais, com reflexos sociais importantes em vista da elevada
morbidade e mortalidade que ocasionam (Gutiérrez et al., 2006; Montecucco et al., 2008;
Kini, 2003). No entanto, as autoridades tém dado pouca atencédo a este problema, relegando os
envenenamentos ofidicos a categoria de uma das principais doencas tropicais negligenciadas

do século XXI (Gutiérrez et al., 2006; 2010; 2011; WHO, 2007).

Todas as PLA,s ofidicas sdo do tipo secretada e pertencem aos grupos | (Elapidae) e Il
(Viperidae) da classificacdo geral (Valentin & Lambeau, 2000; Burke & Dennis, 2009a).
Estas proteinas apresentam baixo peso molecular (=14 kDa), sdo altamente estaveis, devido a
presenca de varias pontes de dissulfeto, e dependentes do co-fator célcio para a catalise da

reacdo (Valentin & Lambeau, 2000). As PLA,s ofidicas sdo constituidas por cerca de 120-

3



125 residuos de amino&cidos e apresentam estrutura geral conservada caracterizada por 4
hélices principais, interligadas por 7 pontes de dissulfeto (Figura 2). Duas dessas hélices se
mantém em posicdo anti-paralela formando um “canal hidrofobico” que leva o substrato
fosfolipidico para o sitio catalitico. Esse é caracterizado por quatro residuos chaves His48,
Asp49, Tyr52 e Asp99, o hidrogénio do residuo de His48 se liga a molécula de dgua usada
para a hidrdlise, enquanto que o residuo de Asp49 coordena e posiciona o ion célcio, o qual se
liga e polariza tanto os grupos fosfato e sn-2 carbonil da molécula de fosfolipideo durante a
hidrolise. Outra regido altamente conservada nas PLA;s € o sitio de ligacdo de calcio (“loop

2+

de ligacdo do Ca“™), que compreende os residuos Tyr28, Gly30 e Gly32, que em combinacéo
com o residuo de Asp49 liga o ion calcio necessario para catalise. Sdo ainda identificadas
nestas proteinas duas folhas pregueadas antiparalelas, que constituem a asa . As PLAs dos
grupos | e Il diferem basicamente pela posicdo de uma das pontes de dissulfeto e pela

presenca do chamado “loop pancredtico” em algumas enzimas do tipo | e pelo loop C-

terminal expandido nas do tipo Il (Valentin & Lambeau, 2000; Montecucco et al., 2008).

Figura 2- Estrutura tridimensional de PLA,s ofidicas. (A) Notexina do veneno da Notechis
scutatus scutatus, uma PLA; do grupo | e (B) PLA, Asp49 bésica, uma enzima do grupo Il do
veneno da Agkistrodon piscivorus piscivorus (Montecucco et al., 2008, adaptado)



Algumas variantes das PLA,s do grupo Il apresentam substituicbes de residuos de
aminoécidos criticos envolvidos na coordenacdo do co-fator Ca**, embora mantenham o
enovelamento caracteristico das PLA,s secretadas do grupo Il (Valentin & Lambeau, 2000;
Montecucco et al., 2008; Lomonte et al., 2009). Estas proteinas, frequentemente denominadas
PLA,s homdlogas, sdo constituidas por 120-122 residuos de aminoacidos estabilizados por
sete pontes de dissulfeto (Arni & Ward, 1996; Lomonte et al., 2009). Entre as variacdes mais
notaveis nestas proteinas estd a substituicdo do residuo-chave de Asp por residuos de Lys,
Arg, Ser, GIn ou Asn na posicdo 49 (Maraganore et al., 1984; Mebs et al., 2006; Krizaj et al.,
1991; Polgaér et al., 1996; Bao et al., 2005; Pan et al., 1998). Como ilustrado na Figura 3, a
presenca do residuo de Lys na posicdo 49 inviabiliza a ligacdo do co-fator calcio nas PLA,S
Lys49 homdlogas, consequentemente, estas proteinas sdo desprovidas de atividade enzimatica
(Gutiérrez & Owmby, 2003). No entanto, essas variantes sdo capazes de promover a
desestabilizacdo da membrana da fibra muscular esquelética, através de um mecanismo
independente de catélise, levando ao estabelecimento de severa mionecrose local (Lomonte et
al., 2003a; 2009). Os determinantes estruturais criticos para as agdes toxicas das PLA,s Lys49
homdlogas se encontram na sua regido C-terminal, entre os residuos 115 e 129 (de acordo
com a numeracdo de Renetseder et al., 1985). Estes achados foram inicialmente revelados por
estudos utilizando peptideos sintéticos e agentes neutralizadores e foram corroborados por
analises de mutagénese sitio-dirigida (Lomonte et al, 1999; Nufies et al., 2001; Angulo &

Lomonte, 2003; Lomonte et al., 2003; Chioato & Ward 2003; Lomonte et al., 2009).
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Figura 3- Representacdo da regido do “loop de ligacdo do Ca**™" (residuos 27-33 e 49,
segundo a numeracdo de Renetseder et al., 1985) de PLA,s dos tipos | e Il. (a) PLA; Asp49
do tipo I, cataliticamente ativa, da Naja naja atra; (b) regido analoga de uma PLA, Lys49,
cataliticamente inativa, da Bothrops pirajai (Ward et al., 1998, modificado)

As PLA,s ofidicas, quer sejam cataliticamente ativas ou inativas, podem ser
encontradas sob as formas monomérica, homomultiméricas e heteromultiméricas (Valentin &
Lambeau, 2000; Montecucco et al., 2008). H& evidéncias de que o arranjo oligomérico de
varias destas proteinas seja essencial para o estabelecimento de suas atividades toxicas (Da
Silva Giotto et al., 1998; Bon et al., 1979).

Miotoxicidade e neurotoxicidade sdo dois dos principais efeitos toxicos induzidos
pelas PLA,s ofidicas (Montecucco et al., 2008). Dentre as PLA,s miotoxicas encontradas nos
venenos de serpentes brasileiras, destaca-se a bothropstoxina-l (BthTX-I), que é o principal
componente do veneno da Bothrops jararacussu (Figura 4; Homsi-Brandeburgo et al., 1988).
Deve-se enfatizar que esta serpente pertence ao género envolvido na maioria dos acidentes
ofidicos ocorridos no Brasil e em varios outros paises da América Latina (WHO, 2007;
Gutiérrez et al., 2006; de Oliveira et al., 2009). A BthTX-I é uma PLA, Lys49 homdloga
basica de aproximadamente 14.000 daltons que pode ser encontrada sob a forma de
homodimeros tanto no estado cristalino quanto em solucdo (Cintra et al., 1993; Da Silva
Giotto et al., 1998). Esta toxina induz intensa mionecrose local caracterizada por lesdes

musculares e por aumento na liberacdo de creatina quinase, porém sua potencia letal é muito
6




baixa em ensaios de DLsy uma vez que elevadas doses ndo resultam em letalidade (Homsi-
Brandeburgo et al., 1988; Melo et al., 1993; Gutiérrez & Lomonte, 1995; Fletcher et al.,
1996; Owmby et al., 1999; Lomonte et al., 2003). Embora a BthTX-I ndo apresente efeitos
neurotoxicos caracteristicos in vivo, uma série de estudos mostra que esta toxina € capaz de
promover o bloqueio das contragfes musculares in vitro (Heluany et al., 1992; de Oliveira et
al., 2003; Cavalcante et al., 2005; 2007; Gallacci et al., 2006). Uma recente revisdo dos dados
disponiveis na literatura levou a hipétese de que o bloqueio neuromuscular in vitro induzido
pela BthTX-I decorre fundamentalmente de sua atividade desestabilizadora de membrana

(Gallacci & Cavalcante, 2010).

Figura 4- Serpente Bothrops jararacussu (Disponivel em: http://www.saudeanimal.com.br)

J4, entre as PLA,s neurotdxicas destaca-se a crotoxina (CTX), que corresponde ao
principal componente toxico do veneno da Crotalus durissus terrificus (Figura 5),
constituindo até 75% do peso seco total deste veneno (Slotta & Fraenkel-Conrat, 1938; Vital
Brazil, 1966). E importante ressaltar que esta serpente pertence ao género responsavel pelo
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maior indice de letalidade dentre os acidentes ofidicos ocorridos no Brasil (Ribeiro et al.,

1993; de Oliveira et al., 2009; Brasil, 2010)

A CTX é um complexo heterodimérico de 23.000 daltons, composto por uma PLA,
Asp49 (CB) de carater basico e uma subunidade de carater acido, denominada crotapotina
(Hendon & Fraenkel-Conrat et al, 1971; Breithaupt et al., 1976). Esta toxina bloqueia a
transmissdo neuromuscular e pode levar a morte de animais experimentais devido a paralisia
respiratéria com baixa DLs (Vital Brazil et al., 1966; Lomonte et al., 2003). Além da acédo
neurotdxica, a CTX exerce atividades miotoxica sistémica (Azevedo-Marques et al., 1982),

hemolitica (Rosenfeld, 1971) e agregante plaquetaria (Landucci et al., 1994).

Figura 4- Serpente Crotalus durissus terrificus (Disponivel em:

http://www.saudeanimal.com.br)

A ampla variedade de efeitos toxicos promovidos pelas PLA,s e o envolvimento
destas proteinas em diferentes patogenias despertam interesse por moléculas, naturais ou
sintéticas, capazes de neutraliza-las, visando o avango no conhecimento do mecanismo de

acao e da relacdo estrutura/atividade dessas proteinas. Em adicéo, tais inibidores podem ser



Uteis no tratamento complementar dos envenenamentos ofidicos bem como na sintese de
novos farmacos de interesse médico (Soares et al., 2005; Marcussi et al., 2007).

A busca por antidotos contra envenenamentos ofidicos, em plantas utilizadas na
medicina popular brasileira, iniciou-se com estudos utilizando espécies de Curcuma (*cabeca
de negro”), originaria da regido nordeste do pais (Cherdchu et al., 1978; de Almeida et al.
2004). Assim, demonstrou-se que o0 extrato aquoso-etandlico da raiz de “cabeca de negro”
inibe a acdo de uma neurotoxina do veneno da Naja naja siamesis e o efeito carditoxico do
veneno da Bothrops atrox (Cherdchu et al., 1978; Nakagawa & Nakanishi, 1982; de Almeida
et al., 2004). Posteriormente Rizzini e colaboradores (1988) listaram 82 espécies de plantas
pertencentes a 34 familias utilizadas na medicina popular brasileira contra venenos animais,
especialmente os ofidicos, dentre estas se destacam varias espécies da familia Apocynaceae.

A Tabernaemontana catharinensis (Tc; Figura 6), popularmente conhecida no Brasil
como “leiteiro de vaca’, é uma espécie arborea da familia Apocynaceae que ocorre na
Argentina, Paraguai, Bolivia e sudeste do Brasil (de Almeida et al., 2004; Pereira et al.,
2008). Esta espécie € bem conhecida por seus componentes alcaldides que sdo responsaveis
por varias atividades farmacoldgicas como: antibacteriana, antitumoral, hipoglicémica,
analgésica e carditbnica (Leeuwemberg, 1994; Pereira et al.,, 2008). Em levantamento
realizado junto & populacdo rural da cidade de Assis (SP - Brasil), Batina e Pengo (1992)
constataram o uso da espécie Peschiera fuchsiaefolia, atualmente reclassificada como
Tabernaemontana catharinensis, no tratamento de acidentes botrdpicos e crotalicos (Batina et

al., 1997).



Figura 6- Tabernaemontana catharinensis (Giehl, 2007, FloraRS disponivel em
http://www.ufrgs.br/fitoecologia/florars/)

Veronese e colaboradores (2005) demonstraram que o extrato de Tc reduz em 37% a
atividade miotoxica da BthTX-l, avaliada através da liberacdo de creatina quinase de
preparacOes isoladas do musculo s6leo de ratos. Usando o mesmo método de avaliacdo da
atividade miotoxica, estes autores observaram ainda que o produto da pré-incubacdo do
extrato da planta com a BthTX-I inibe em 57% o efeito miotoxico desta toxina “in vivo” .
Além disso, Batina e colaboradores (1997, 2000) demonstraram que o efeito letal do veneno
da Crotalus durissus terrificus em ratos (DLsp, i.m.) € inibido pela administracao
intramuscular do extrato de Tc, bem como pelo produto da pré-incubacéo do extrato da planta
com o veneno. O produto de pré-incubacdo também foi capaz neutralizar em 40% o efeito
miotdxico deste veneno (de Almeida et al., 2004, Soares et al., 2005). H& ainda evidéncias de
que o efeito letal do veneno da Crotalus durissus terrificus em ratos (DLsg, i.m.) é totalmente
inibido pela administracdo intramuscular do alcaldide quaternario 12-metoxi-4-
metilvoachalotina (MMV, Figura 7) isolado do extrato de Tc (Batina et al., 2000). No
entanto, ndo ha registro de estudos que avaliem o efeito do extrato bruto ou do alcaldide
isolado da Tc sobre as atividades das PLA,s ofidicas (CTX e BthTX-1) em preparacdes

neuromusculares isoladas.
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Figura 7- Estrutura quimica do alcaléide MMV isolado da Tabernaemontana catharinensis
(Soares et al., 2005, adaptado)

Em vista do exposto, e considerando que a juncdo neuromuscular consiste em um alvo
de acdo importante de PLA,s miotdxicas e neurotdxicas, no presente estudo investigou-se a
influéncia da Tabernaemontana catharinensis e do seu alcaldide isolado MMV sobre o0s
efeitos da bothropstoxina-1 (PLA, Asp49), da crotoxina e de sua subunidade basica isolada

(PLA; Asp49) em preparagdo neuromuscular de camundongos.
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2.0BJETIVO
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2.1.0bjetivo Geral:

Avancar no entendimento dos mecanismos de acdo bem como da relagdo entre a

estrutura e a atividade de PLA,s ofidicas dos tipos Asp49 e Lys49.

2.2.0bjetivos Especificos:

Avaliar a habilidade do extrato etandlico da Tabernaemontana catharinensis e de seu
alcal6ide isolado MMV em neutralizar os efeitos da bothropstoxina-l (PLA; Lys49), isolada
do veneno Bothrops jararacussu e da crotoxina, isolada do veneno da Crotalus durissus
terrificus bem como de sua subunidade basica (PLA, Asp49) na preparagdo neuromuscular

isolada de camundongos, através de abordagens miogréfica e morfoldgica.

Identificar possiveis sitios de interacdo entre a bothropstoxina-I e o alcal6ide MMV,

utilizando a técnica de modelagem molécula.
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3.MATERIAIS E METODOS
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3.1.Reagentes, Toxinas e Extrato Vegetal

Todos os sais utilizados no presente estudo foram de qualidade pr6-analise. O brometo de

pancurénio (Pancuron®) foi adquirido do laboratorio Cristalia.

A toxinas, bothropstoxina-I, isolada do veneno de Bothrops jararacussu e crotoxina,
isolada do veneno de Crotalus durissus terrificus, bem como sua fracao basica, PLA, Asp49,

purificadas e liofilizadas, foram cedidas pelo Dr. Andreimar M. Soares.

O extrato bruto etanolico liofilizado das cascas das raizes de Tabernaemontana
catharinensis e o seu alcaldide quaternario 12-metoxi-4-metilvoachalotina foram cedidos pelo
Dr. Paulo Sérgio Pereira da Unidade de Biotecnologia, Universidade de Ribeirdo Preto,
UNAERP, Ribeirédo Preto-SP, Brasil. As exsicatas do material estdo depositadas no
herbario (SPFR) da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, FFCLRP-

USP (Reg. N° 02940, 02944 e 03224).

3.2.So0lucdes Nutrientes

Foi utilizada solugdo nutriente de Ringer com a seguinte composicdo em agua
destilada: 135mM de cloreto de sédio (NaCl), 15mM de bicarbonato de sédio (NaHCOj3),
5mM de cloreto de potassio (KCI), 2mM de cloreto de magnésio (MgCl,.6H,0), 1ImM de
fosfato de sédio (Na;HPO,4.12H,0), 2mM de cloreto de calcio (CaCl,.2H,0) e 11mM de

dextrose anidra (glicose).

15



3.3.Animais

Foram utilizados camundongos Swiss (20-25g), machos, adultos, fornecidos pelo
Biotério Central da UNESP, campus de Botucatu. Os animais foram alojados no Biotério do
Departamento de Farmacologia do Instituto de Biociéncias do Campus de Botucatu e
mantidos em gaiolas abastecidas com &gua e racdo ad libitum, em ambiente com temperatura

controlada (24 + 2 °C) e ciclo claro-escuro (12/12 h).

Os animais foram agrupados da seguinte forma:

e Grupo Controle (C)

e Grupo toxina PLA; Lys49 (BthTX-I)

e Grupo toxina PLA; Lys49+Tabernaemontana catharinensis (BthTX-1 +Tc)
e Grupo toxina PLA; Lys49+MMV (BthTX-1 +MMV)

e Grupo Crotoxina (CTX)

¢ Grupo Crotoxina+Tabernaemontana catharinensis (CTX+Tc)

e Grupo Crotoxina+tMMV (CTX+MMYV)

e Grupo PLA; Asp49 da CTX (CB)

e Grupo PLA; Asp49 da CTX+Tabernaemontana catharinensis (CB+Tc)
e Grupo PLA; Asp49 da CTX+MMV (CB+MMV)

¢ Grupo Tabernaemontana catharinensis (Tc)

e Grupo do alcal6ide isolado (MMV)
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3.4.Estudo Funcional

3.4.1. Preparacdo do nervo frénico-musculo diafragma de camundongo

Os camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical e exanguinados por
seccao dos grandes vasos cervicais. Apos toracotomia ampla, a preparacdo do nervo frénico-
musculo diafragma foi removida (BULBRING, 1946). Durante este periodo a preparacdo foi
umedecida intermitentemente com solucéo nutriente. A seguir, o hemidiafragma esquerdo foi
cortado em forma de triangulo e montado verticalmente em cuba para 6rgéo isolado, contendo
15 ml de solucdo nutriente, constantemente borbulhada com mistura carbogénica (95% O, +
5% CO,) e mantida a 35 + 1°C. O bordo costal diafragmatico foi conectado a um suporte de
vidro em forma de “L” e o centro tendinoso do musculo diafragma foi conectado a um
transdutor de tensdo isométrica (Grass, FT03), o qual foi acoplado a um amplificador (Gould
Systems, 13-6615-50). Os sinais foram capturados e armazenados em um computador, através
de um sistema de aquisicdo de dados (Gould Sytems, Summit ACQuire e Summit

DataViewer) para posterior analise.

3.4.1.1. Registro das contracGes musculares evocadas diretamente

O musculo foi posicionado entre os pélos de um eletrodo bipolar de prata, acoplado a
um estimulador elétrico (Grass, S88). As contracdes foram evocadas por pulsos elétricos
retangulares com duracéo de 4 milissegundos, intensidade supra-maxima e frequéncia de 0.2
Hz. Para evitar-se alguma contribuicdo da contracdo indireta, o pancuronio (1 uM) foi

adicionado a solucéo nutriente.
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3.4.1.2. Registro das contragdes musculares evocadas indiretamente

Para a obtencdo das contracdes indiretas, a extremidade livre do nervo frénico foi
aspirada por um eletrodo de prata “de succdo”’. Outro eletrodo de prata, mergulhado na
solucdo, serviu como eletrodo de referéncia. As contragdes foram evocadas indiretamente, por
pulsos elétricos retangulares com duracdo de 0,5 milissegundo, intensidade supra-maxima e

frequéncia de 0.2 Hz.

3.4.2. Protocolo experimental

A tensdo de base de cada uma das preparacdes foi estabelecida individualmente, de
modo a fornecer uma tensdo maxima em resposta a aplicacdo de pulsos elétricos retangulares.
A preparacdo foi submetida a um periodo de estabilizacdo de 45 minutos, durante o qual foi
estimulada na freqtiéncia de 0.2 Hz e o liquido nutriente presente na cuba foi trocado a cada
15 minutos. Apds a estabilizacdo, foram realizados 15 minutos de registro de contracdes
controle (na auséncia das toxinas). A seguir, as toxinas ou o produto de pré-incubacdo de cada
uma delas com extrato etanolico de Tabernaemontana catrharinensis ou com seu alcaldide
12-metoxi-4-metilvoacalotina foi adicionado ao banho. Foram realizados experimentos
controles para avaliar o desgaste natural da preparacdo. O decréscimo percentual da amplitude
das contragdes musculares diretas e indiretas, respectivamente, em 120 e 90 minutos, e 0
tempo médio para o decréscimo de 50% da amplitude das contracdes (ti,) foram

determinados.
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3.4.3. Condigdes da pré-incubacdo das toxinas com extrato de Tc ou com o alcal6ide

isolado MMV

BthTX-1 (1uM), CTX (0,3uM) e CB (5uM) foram pré-incubadas com extrato
etanolico de Tc ou com seu alcaléide MMV por 30 minutos a 35 + 2 °C, respeitando-se as

seguintes proporcdes (peso:peso):
e BthTX-I + Tc (1:10)
e CTX+Tc (1:10)
e CB+Tc(1l:2)
o BthTX-1+ MMV (1:2,5)
e CTX+MMV (1:2,5)

e CB+MMV (1:2)

3.5.Estudo Morfologico e Morfométrico

Apos a realizacdo do estudo funcional a preparacdo foi submetida a avaliacdo
histoldgica no Laboratério de Histoquimica do Departamento de Morfologia do Instituto de
Biociéncias da UNESP — Campus de Botucatu.

Fragmentos do musculo diafragma foram tratados com solucdo de Bouin, que consiste
em 7,5mL de acido picrico; 2,5mL de formaldeido e 5mL de &cido acético, e fixados em
historresina. Cortes transversais de 3um de espessura foram obtidos em micrétomo e
submetidos a coloracdo hematoxilina e eosina (coloracdo HE) para a avaliacdo da morfologia
geral das fibras musculares através do sistema de analise de imagens computadorizado (Qwin,

Leica Germany).
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3.5.1. Anélise Morfométrica

As preparacGes histologicas coradas com HE foram submetidas a analise
semiquantitativa. Em cada musculo foram analisados 3 campos microscopicos diferentes. O
numero de fibras com lesdo foi representado como porcentagem do numero total de fibras
(normal + lesadas) em cada campo. Este estudo também foi realizado utilizando um sistema

de andlise de imagens computadorizado (Qwin, Leica Germany).

3.5.2. Analise ultra-estrutural

A avaliagdo ultra-estrutural foi realizada no Centro de Microscopia Eletronica do
Instituto de Biociéncias — UNESP — Botucatu. Amostras do musculo diafragma foram
fixadas por 4 horas em solucdo de Karnovsky com a seguinte composicao: glutaraldeido
2,5%, paraformaldeido 2%, tampdo fosfato Sorensen 0,1M, pH = 7,4. Posteriormente
foram lavadas em tetroxido de ésmio 1%, desidratados em concentragdes crescentes de
acetona e embebidos em resina Epon. Cortes de 1,5um de espessura foram corados com

acetato de uranila e citrato de chumbo e observados em microscopia eletronica.

3.6.Analise Estatistica

Os resultados dos experimentos realizados no estudo funcional foram agrupados em
média e erro padrdo da média (EPM) e submetidos a andlise estatistica utilizando-se o teste t
Student (para comparacdo de duas amostras) e a analise de variancia (ANOVA, para a
comparacdo de mais de duas amostras). Neste Gltimo caso, a analise foi complementada
através do teste de comparagfes multiplas de Tukey-Kramer. O nivel de significancia

estabelecido foi de 5%.
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4. RESULTADOS
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4.1.Estudo Funcional

4.1.1. Efeito da BthTX-I, da CTX e da CB sobre as contracfes musculares diretas e

indiretas

A BthTX-I promoveu blogueio irreversivel e tempo-dependente das contragdes
musculares evocadas diretamente e indiretamente em preparacdes neuromusculares de
camundongos (Figura 8 A e B). Para as contragdes diretas, o ti;, foi 61,2 £ 7,2 minutos
(N=3) e para as indiretas 34,7 £ 3,3 minutos (N=5), havendo diferenca significativa entre
ambos. Ao final dos periodos experimentais, as contrac@es diretas foram reduzidas em 61%
e as indiretas em 89%.

Em contraste com a BthTX-l, a CTX induziu bloqueio progressivo apenas das
contracdes evocadas indiretamente nas preparacfes do nervo frénico-musculo diafragma de
camundongo (Figura 8 A e B). O ty, foi 41,6 £ 2,4 minutos (N=5) e, ao final do periodo

experimental, o blogueio das contracGes foi de 87%.
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Figura 8— Decurso temporal dos efeitos da BthTX-1 e da CTX sobre a amplitude das
contragbes musculares evocadas diretamente (A) e indiretamente (B) em preparacdes
neuromusculares de camundongos. Os dados foram agrupados em média + EPM (P<0,05). *
indica o ponto a partir do qual ocorreu diferenca significativa em relacdo ao controle
(P<0,05)
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A CB promoveu blogueio tempo-dependente das contracbes musculares evocadas
indiretamente nas preparacfes do nervo frénico-musculo diafragma de camundongo, (Figura
9). O ty, foi 42,0% + 3,4 minutos (N=3) e, ao final do periodo experimental, o bloqueio das

contragcdes musculares foi de 98%.

Figura 9— Decurso temporal do efeito da CB sobre a amplitude das contragdes musculares
evocadas indiretamente nas preparagdes do nervo frénico-mdasculo diafragma de
camundongos. Os dados foram agrupados em media + EPM (P<0,05). * indica o ponto a
partir do qual ocorreu diferenca significativa em relagcdo ao controle

4.1.2. Influéncia do extrato etanolico de Tc sobre o efeito da BthTX-I nas contracfes
musculares indiretas
Como ilustrado na Figura 10, a pré-incubagdo com extrato etanodlico de Tc neutralizou
em cerca de 48% o bloqueio das contragcdes musculares promovido pela BthTX-I. No entanto,
o0 extrato administrado isoladamente reduziu de forma significativa a amplitude das

contracdes musculares quando comparado ao controle (ty, de 75,57 £ 3,65 minutos, N=3).
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Figura 10— Decurso temporal do efeito da BthTX-1 e do produto de sua pré-incubacdo com o
extrato etandlico de Tc sobre a amplitude das contra¢cdes musculares evocadas indiretamente
em preparacdes do 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 em relacdo ao controle, e + indica o ponto a partir do qual ocorreu diferenca
significativa em relacdo a toxina

4.1.3. Influéncia do extrato etandlico de Tc sobre o efeito da CTX nas contragdes

musculares indiretas

A pré-incubagdo com o extrato etanolico de Tc ndo neutralizou o bloqueio
neuromuscular induzido pela CTX e, a partir de 45 minutos, intensificou este bloqueio
(Figura 11). O produto da pre-incubacdo de ambos promoveu bloqueio das contragdes
musculares com t;, de 47,4 £ 7,1 minutos (N=3), o qual ndo apresentou diferenca
significativa em relagdo ao da CTX (41,6 + 2,4 minutos, N=5). Administrado isoladamente, o

extrato promoveu bloqueio das contragdes musculares com ty, de 47,3 £ 12,4 minutos (N=3).
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Figura 11— Decurso temporal do efeito da CTX e do produto de sua pré-incubacdo com o
extrato etanolico de Tc sobre a amplitude das contragdes musculares evocadas indiretamente
em preparacGes do 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 em relacdo ao controle, e + indica o ponto a partir do qual ocorreu diferencga
significativa em relacdo a toxina

4.1.4. Influéncia do extrato etandlico de Tc sobre o efeito da CB nas contragdes

musculares indiretas

O extrato etanolico de Tc ndo neutralizou o bloqueio das contracbes musculares
indiretas promovido pela CB e, a partir de 30 minutos, intensificou este bloqueio (Figura 12).
O produto da pré-incubacdo de ambos induziu bloqueio das contracbes musculares com ty, de
28,10 £ 3,6 minutos (N=3), o qual foi significativamente menor que o da CB (42,0% * 3,4
minutos, N=3). O extrato, administrado isoladamente, reduziu de forma significativa a
amplitude das contracbes musculares quando comparado ao controle (ty, de 75,57 + 3,65

minutos, N=3).
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Figura 12- Decurso temporal do efeito da CB e do produto de sua pré-incubacdo com o
extrato etanolico de Tc sobre a amplitude das contracdes musculares evocadas indiretamente
em preparacGes do 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 em relacdo ao controle, e + indica o ponto a partir do qual ocorreu diferenca
significativa em relacdo a toxina

4.1.5. Influéncia do alcal6ide isolado MMV sobre o efeito da BthTX-1 nas contragdes
musculares indiretas
A pré-incubagdo com o alcaléide MMV neutralizou 59% do bloqueio das contragdes
musculares promovido pela BthTX-1 (Figura 13). Isoladamente, o alcaldide ndo promoveu

alteracdo na amplitude das contragdes musculares quando comparado ao controle.
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Figura 13- Decurso temporal do efeito da BthTX-1 e do produto de sua pré-incubagcdo com o
alcal6ide MMV sobre o da amplitude das contragdes musculares evocadas indiretamente em
preparacbes do 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 em relacdo ao controle, e + indica o ponto a partir do qual ocorreu diferenca
significativa em relacdo a toxina

4.1.6. Influéncia do alcaloide MMV sobre o efeito da CTX nas contragfes musculares

indiretas

O alcaléide MMV néo neutralizou o blogueio neuromuscular induzido pela CTX e, a
partir de 30 minutos, intensificou este blogueio (Figura 14). O produto de pré-incubacdo de
ambos promoveu bloqueio das contra¢fes musculares com ty, de 27,94 + 1,97 minutos (N=4),
o qual foi significativamente menor que o da CTX (41,6 + 2,4 minutos, N=5). Isoladamente, o
alcal6ide ndo promoveu alteracdo na amplitude das contracdes musculares quando comparado

ao controle.
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Figura 14- Efeito da CTX e do produto de sua pré-incubacdo com o alcaldide MMV sobre o
decurso temporal da amplitude das contracbes musculares evocadas indiretamente em
preparacbes do 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 em relacdo ao controle, e + indica o ponto a partir do qual ocorreu diferenca
significativa em relacdo a toxina

4.1.7. Influéncia do alcal6ide MMV sobre o efeito da CB nas contragdes musculares

indiretas

O alcaloide MMV néo neutralizou o bloqueio neuromuscular induzido pela CB e, a
partir de 45 minutos intensificou este bloqueio (Figura 15). O produto de pré-incubacdo de
ambos promoveu bloqueio neuromuscular com ty, de 29,57 £ 1,84 minutos (N=5), desse
modo havendo diferenca significativa em relacdo ao da CB (42,0% = 3,4 minutos, N=3).

Isoladamente, o alcaldide ndo promoveu alteracdo na amplitude das contragdes musculares.
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Figura 15- Decurso temporal do efeito da CB e do produto de sua pré — incubacdo com o
alcaléide MMV sobre a amplitude das contragfes musculares evocadas indiretamente em
preparacfes do 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 em relacdo ao controle, e + indica o ponto a partir do qual ocorreu diferenca
significativa em relacdo a toxina
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4.2.Estudo Morfoldgico e Morfométrico

O aspecto morfolégico dos mdusculos diafragma de camundongos controle e
submetidos a acdo da BthTX-I, do extrato etandlico de Tc e do produto de pre-incubacgéo da
BthTX-1 com extrato etanolico de Tc estdo ilustrados na figura 16. Os musculos do grupo
controle (Figura 16 A) apresentaram a maioria das fibras com formato poligonal,
multinucleadas e os nucleos situados periféricamente. Entre as fibras musculares foi
evidenciado tecido conjuntivo frouxo, constituindo o endomisio. Em contraste, os muasculos
submetidos a acdo da BthTX-1 (Figura 16 B) apresentaram alteracbes morfologicas
caracterizadas por fibras esféricas de varios tamanhos, areas de citoplasma com condensacao
ou auséncia de miofibrilas. Observou-se nos musculos expostos ao extrato etandlico de Tc
(Figura 16 C) ou ao produto da pré-incubacdo da BthTX-I com extrato etandlico de Tc
(Figura 16 D) muitas fibras arredondadas e varias areas de citoplasma com condensacdo ou
auséncia de miofibrilas. J&, os musculos submetidos a acdo do alcaldide MMV ou do produto
de pré-incubacdo da BthTX-I (Figuras 17 C) com o alcaldéide MMV (Figuras 17 D) exibiram
aspecto morfolégico muito similar ao grupo controle . A figura 18 (B) ilustra a microscopia
Optica do musculo diafragma de camundongo exposto a agdo da CTX. Nota-se que a maioria
das fibras apresentou aspecto morfoldgico semelhante ao grupo controle com fibras

poligonais e ndcleos periféricos.

Os resultados da analise morfométrica estdo apresentados na figura 19. Observou-se
um aumento significativo do nimero de fibras lesadas apenas nos musculos submetidos a
acdo da BthTX-I bem como do extrato etanolico de Tc, isoladamente, quando comparados ao
grupo controle. Os musculos expostos ao produto de pré-incubacdo da BthTX-I com o extrato
etandlico de Tc ndo evidenciaram diferencas significativas quando comparados aqueles
submetidos a acdo toxina isoladamente. Por outro lado, os misculos submetidos ao produto

de pré-incubacdo da BthTX-I com o alcaldide MMV apresentaram numero significativamente
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menor de fibras lesadas em relacdo a toxina. Estes resultados indicam que o extrato etandlico
de Tc ndo foi capaz de neutralizar o efeito miotoxico promovido pala BthTX-I, enquanto que

o0 alcaléide MMV neutralizou parcialmente este efeito.

A analise ultra-estrutural dos musculos do grupo controle revelou fibras normais com
sarcolema regular, miofibrilas preenchendo todo o sarcoplasma e mitocondrias
intermiofibrilares (Figura 20 A). Em contraste, as fibras dos mudsculos submetidos a acéo da
BthTX-1 apresentaram miofibrilas hipercontraidas, areas desprovidas de miofilamentos,
mitocondrias edemaciadas e com ruptura de cristas (Figura 20 B e C). Notou-se nos muasculos
expostos ao extrato etandlico de Tc (Figura 20 D e E) ou ao produto da pré-incubacdo da
BthTX-1 com extrato etanodlico de Tc (Figura 20 F) vérias areas de citoplasma com
hipercontragdo de miofibrilas, areas com auséncia de miofilamentos e mitocondrias
edemaciadas com ruptura de cristas. Ja, os musculos submetidos a acdo do alcaléide MMV
(Figuras 21 D e E) ou do produto de pré-incubacdo da BthTX-l com o alcaléide MMV

(Figuras 21 F) exibiram aspecto morfolégico muito similar ao grupo controle.
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Figura 16— Microscopia Otica do musculo diafragma de camundongo submetido a coloracéo
hematoxilina e eosina (HE). Detalhes descritos no texto. (A) controle, (B) BthTX-I, (C)
extrato etandlico de Tc isoladamente e (D) produto de pré-incubacéo da BthTX-I com extrato
etandlico de Tc. (f) fibras musculares; (en) endomisio; cabeca de seta indica miofribrilas
condensadas, seta aponta auséncia de miofibrilas
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Figura 17— Microscopia 6tica do musculo diafragma de camundongo submetido a coloracdo
hematoxilina e eosina (HE). Detalhes descritos no texto. (A) controle, (B) BthTX-I, (C)
alcaldide MMV isoladamente e (D) produto de pré-incubacdo da BthTX-1 com alcaldide
MMV . (f) fibras musculares; (en) endomisio; cabeca de seta indica miofribrilas condensadas,
seta aponta auséncia de miofibrilas
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Figura 18— Microscopia otica do musculo diafragma de camundongo submetido a coloragdo
hematoxilina e eosina (HE). Detalhes descritos no texto. (A) controle, (B) CTX. (f) fibras
musculares; (en) endomisio

Figura 19- Efeito do extrato etandlico de Tc e do alcaldide isolado MMV sobre o indice de
leséo muscular induzido pela BthTX-I em preparacdes do musculo diafragma de
camundongos. Os dados foram agrupados em média £ EPM de 3 experimentos. (+) indica
diferenca significativa em relacdo ao controle e (*) diferenca significativa em relacdo a
BthTX-I (P<0,05)
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Figura 20— Microscopia eletronica do musculo diafragma de camundongos. Detalhes
descritos no texto. (A) controle, (B e C) BthTX-I, (D e E) extrato etandlico de Tc
isoladamente, (F) produto de pré-incubacdo da BthTX-1 com Tc. (m) miofibrilas, (n) nucleo,
(mi) mitocbndria, (seta) sarcolema, (cabeca de seta) mitocondria edemaciada, (+)
hipercontracdo de miofibrilas, (*) area desprovida de miofibrilas
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Figura 21— Microscopia eletronica do musculo diafragma de camundongos. Detalhes
descritos no texto. (A) controle, (B e C) BthTX-I, (D e E) alcaldide isolado MMV, (F)
produto de pré-incubacdo da BthTX-I com MMV. (m) miofibrilas, (n) ndcleo, (mi)
mitocondria, (seta) sarcolema, (cabeca de seta) mitocondria edemaciada, (+) hipercontracdo
de miofibrilas, (*) area desprovida de miofibrilas
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5.DISCUSSAQ
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Recentemente, a Organizagdo Mundial de Saude incluiu os acidentes ofidicos na lista
das doencas tropicais negligenciadas em virtude da morbidade cronica e elevada mortalidade
que ocasionam, resultando em graves consequéncias sociais
(www.who.int/neglected_deseases/diseases/en/; Gutiérrez, et al., 2010). Dentre as estratégias
para enfrentar este problema, o aprimoramento da soroterapia e a ampliagédo do conhecimento
do mecanismo de acdo dos componentes dos venenos sdo de grande relevancia (Williams et
al., 2010). Considerando que grande parte da toxicidade dos venenos ofidicos € decorrente da
atividade de PLA.s, 0 avanco no conhecimento do mecanismo de acdo e da relacdo estrutura-
atividade destas proteinas € fundamental (Calvete et al., 2007). Neste sentido, 0 uso de
agentes neutralizadores destas proteinas, torna-se uma ferramenta util. Além disso, tais
neutralizadores podem complementar o tratamento dos envenenamentos e contribuir para o
desenvolvimento de potenciais farmacos (Soares et al., 2005; Marcussi et al., 2007). Extratos
vegetais sdo fontes de moléculas biologicamente ativas e muitos destes vém sendo utilizados
na medicina popular como antiofidicos. Assim, avaliou-se neste estudo o potencial do extrato
etandlico de Tabernaemontana catharinensis e de seu alcaldide 12-metoxi-4-
metilvoachalotina em neutralizar os efeitos de PLA,s de venenos botropico (BthTX-1, PLA;
Lys49) e crotdlico (CTX e sua PLA, Asp49 isolada) na preparagdo neuromuscular de

camundongos.

O efeito miotoxico da BthTX-1 in vitro foi evidenciado diretamente no presente estudo
por alteracdes histologicas como células musculares lesadas, regifes celulares com auséncia
ou hipercontracdo de miofilamentos e ruptura de mitocondrias. Este efeito também foi
constatado indiretamente através do bloqueio das contracdes musculares diretas, as quais
independem do processo de neurotransmissdo. Embora seja uma miotoxina ndo-neurotoxica
in vivo, observou-se também que a BthTX-I bloqueia as contracbes musculares indiretas in

vitro, as quais dependem do processo de neurotransmissao. Achados semelhantes foram
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descritos para esta e outras PLA,s Lys49 homologas (Homsi-Brandeburgo et al., 1988;
Gutiérrez & Lomonte, 1995; Rodrigues-Simioni et al., 1995; Soares et al., 2000; 2001,
Lomonte et al., 2003; Gutiérrez & Owmby, 2003; Gallacci et al., 2006; Cavalcante et al.,

2007).

Evidéncias experimentais sugerem que o alvo de acgéo inicial das miotoxinas PLA,S
Lys49 seja a membrana celular (Owmby, et al., 1999; Gutierrez & Owmby, 2003; Rangel et
al., 2011). Varias investigacdes tem se concentrado na elucidagdo das bases moleculares da
toxicidade das PLA,s Lys49. Estudos com peptideos sintéticos, mapeamento de sitios de
interagdo com agentes neutralizadores e mutagénese sitio-dirigida identificaram um trecho
contendo uma combinacdo de residuos catidnicos e hidrofobicos na regido C-terminal das
PLA,s Lys49 como sendo essencial para as suas atividades toxicas, além do envolvimento da
regido N-terminal em seu mecanismo de acdo (Diaz et al., 1994; Chioato & Ward, 2003;
Soares et al., 2000; 2001). As informacdes recolhidas nestes estudos levaram a um modelo

tedrico do mecanismo da acdo citolitica destas proteinas.

A hipotese mais aceita para 0 mecanismo de acdo das PLA,s Lys49 miotoxicas propde
que residuos de aminoacidos catiénicos presentes nas regido C-terminal e N-terminal destas
proteinas estabelecem interacOes eletrostaticas iniciais com sitios aniénicos na membrana da
célula. Tal interacdo seria fortalecida pelo envolvimento posterior de residuos hidrofobicos e
aromaticos presentes na regido C-terminal, os quais penetrariam na bicamada lipidica (Figura
22; Lomonte et al.,2003, Gallacci & Cavalcante et al., 2010). Além disso, o carater dimérico
de muitas PLA,s Lys49 homdlogas poderia contribuir para seu mecanismo de acdo (Lomonte
et al., 2003; dos Santos et al. 2009). Com base em estudos cristalografico duas configuracoes
diméricas foram propostas para as PLA,s Lys49 (Da Silva Giotto et al., 1998; Murakami et

al., 2005). Em adicdo ha evidencias de que ocorrem alteracdes no angulo formado entre os
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monbémeros (da Silva Giotto et al., 1998; Magro et al., 2003). Assim, a interface dimérica
atuaria como uma dobradica permitindo a alternancia entre as conformagdes “aberta” e

“fechada” contribuindo para a desorganizacao da membrana celular (Lomonte et al., 2003).

Figura 22- Interagdo de uma PLA, Lys49 botrépica dimérica com a membrana (dos Santos et
al., 2009, adaptado)

De acordo com esta hipdtese, a primeira consequéncia da perturbacdo da membrana
seria 0 prejuizo na permeabilidade seletiva resultando em despolarizagdo do sarcolema,
provavelmente devido ao reequilibrio do gradiente de concentracédo dos ions Na*, K e CI*. A
acdo desestabilizadora de membrana também permite répido e proeminente influxo de Ca®*
que segue o gradiente existente através da membrana. Além disso, é possivel que a
despolarizacdo induzida pelo influxo de Na“ promova a liberacdo de Ca®* de reservas
intracelulares. O aumento de Ca** sarcoplasmético inicia uma série de alteragdes
degenerativas em consequéncia a ativacdo de proteases e fosfolipases dependentes Ca**
(Gutiérrez & Owmby, 2003; Montecucco et al., 2008; Gallacci & Cavalcante, 2010).
Recentemente, demonstrou-se a liberacdo de ATP por miotlbulos submetidos a acdo de
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PLA,s Lys49 de venenos botrépicos (Cintra-Francischinelli, et al., 2010). Com base nestes
achados sugeriu-se que o ATP liberado pelas células lesadas se difundiria para regides
distantes e interagiria com receptores purinérgicos do tipo Pay, permitindo fluxo de K*, Na" e
Ca’* de acordo com os gradientes de concentracdo destes jons. Sendo assim, o dano tecidual
causado pelas PLA,s Lys49 seria amplificado pelo ATP liberado a partir das células

primeiramente atingidas pela toxina.

A analise dos dados disponiveis na literatura levou a hipdtese de que a atividade
desestabilizadora de membrana promovida pelas PLA,s Lys49 também desempenharia um
papel-chave no estabelecimento da paralisia muscular in vitro induzida por estas toxinas
(Gallacci & Cavalcante, 2010). No sentido de tornar claro o desenvolvimento desta paralisia
muscular serd brevemente descrito a seguir as principais etapas do processo de transmissao
neuromuscular. A juncdo neuromuscular € uma sinapse que transmite impulsos elétricos
provenientes da terminacdo nervosa motora para a fibra muscular esquelética. Como ilustrado
na figura 23, a chegada do potencial de acdo na terminagcdo nervosa promove a abertura dos
canais de Ca?* dependentes de voltagem, permitindo a influxo deste fon. O aumento da
concentracéo citoplasmatica de Ca?* estimula a fusdo das vesiculas de ACh com a membrana
da terminag&o nervosa levando a liberacdo deste neurotransmissor. As moléculas de ACh se
difundem pela fenda sinaptica e interagem com receptores nicotinicos da regido da placa
motora, a qual é quimicamente excitavel. Os receptores nicotinicos sdo canais protéicos que
mediante a interagdo com ACh permitem influxo de fons, principalmente Na*, levando a
despolarizacdo do sarcolema, chamada potencial de placa terminal. Esta despolarizacéo se
difunde eletrotdnicamente para a regido extra-juncional da fibra muscular esquelética, a qual é
eletricamente excitavel. Assim, se o limiar de excitabilidade da fibra muscular é atingido o

potencial de acdo € deflagrado iniciando o processo de contragcdo muscular.

42



Figura 23- Representacdo esquematica da juncdo neuromuscular com os principais eventos
envolvidos no processo de neurotransmissdo: (1) chegada do impulso nervoso e ativagdo dos
canais de Ca?* dependentes de voltagem; (2) liberacdo exocitética de ACh; (3) interacdo da ACh
com receptor nicotinico e consequente fluxo iénico; (4) despolarizacdo da regido da placa motora
(ppt); (5) difusdo eletrotdnica do ppt para a regido extra-juncional; (6) se o limiar de excitabilidade
da fibra for atingido ocorre génese e propagacdo do potencial de acdo pela fibra muscular
promovendo a liberacdo de Ca*" dos reticulos sarcoplasmaticos e contracdo muscular (Gallacci &
Cavalcante, 2010, adaptado)

A despolarizacdo decorrente da acdo desestabilizadora de membrana promovida pelas
PLA,s Lys49 poderia inativar os canais de Na" dependentes de voltagem, presentes na regido
extra-juncional, criando &reas de inexcitabilidade na fibra muscular. Sendo assim o limiar de
excitabilidade da fibra muscular aumentaria de forma que o potencial de acdo nao seria
deflagrado, instalando-se a paralisia muscular (Figura 24). Embora a despolarizacdo possa
afetar a contratilidade muscular, o processo de neurotransmissdo seria primeiramente
blogueado porque depende da excitabilidade elétrica da uma area muito restrita da membrana
préxima a regido da placa motora. Esta hipdtese poderia explicar porque as contracdes
musculares indiretas sdo frequentemente mais susceptiveis a acdo das PLA,s Lys49 quando
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comparadas as diretas (Heluany et al., 1992; Rodrigues-Simioni et al., 1995; de Oliveira et
al., 2003;). Corroborando esta hipétese, os dados deste estudo mostraram que na vigéncia da
BthTX-1 o valor médio de t;, para as contragfes indiretas foi significativamente menor

quando comparado ao das contracdes diretas.
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Figura 24- Hipotese para o bloqueio neuromuscular induzido pelas PLA,s Lys49 in vitro. (1)
interacdo da toxina com a membrana e conseqliente desestabilizacdo desta, (2) perda da
permeabilidade seletiva resultando em despolarizacdo do sarcolema devido ao reequilibrio do
gradiente de concentracdo dos ions Na* e K*, (3) despolarizacdo persistente inativa os canais
de Na’ dependentes de voltagem presentes na regido extra-juncional, (4) o limiar de
excitabilidade da fibra muscular aumenta tornando o ppt subliminar para a geracdo do
potencial de acdo levando ao blogueio da transmissédo neuromuscular (Gallacci & Cavalcante,
2010; adaptado)

Ademais, ha evidéncias de que a BthTX-I reduz a liberacdo evocada de ACh pela
terminacdo nervosa motora da preparacdo frénico-diafragma de ratos (Correa de Sa, et al.,
2010). Este efeito também poderia ser consequéncia da despolarizagdo promovida pela acdo
desestabilizadora de membrana das PLA,s Lys49, uma vez que a despolarizagdo poderia

alcangar a terminag@o nervosa. Desse modo, a incidéncia de um potencial de agdo sobre a
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terminacdo nervosa parcialmente despolarizada levaria a uma redugdo da quantidade de
neurotransmissor liberada. Além disso, o ATP liberado a partir de células lesadas pela toxina
(Cintra-Francischinelli et al.,2010) poderia se difundir e ativar receptores purinérgicos
inibitorios do tipo Al, presentes na terminacdo nervosa (Corréa de Sa et al., 1996),
contribuindo assim para a redugédo da quantidade de neurotransmissor liberada. Em vista do
exposto € valido supor que a desestabilizacdo da membrana da fibra muscular promovida
pelas PLA,s Lys49 induza paralisia muscular in vitro por mecanismos pés e/ou pré-

sinapticos.

Embora as PLA,s Lys49 ndo apresentem efeito neurotoxico in vivo, tal efeito é
observados in vitro (Gutiérrez & Lomonte, 1995). Ademais, estas toxinas promovem
mionecrose local intensa, no entanto ndo sdo capazes de fazé-lo a niveis sistémicos (Gutiérrez
& Lomonte, 1995). Isto pode ser consequéncia da interacdo inespecifica da PLA,s Lys49 a
diferentes tecidos (Bultron et al., 1993; Lomonte et al.,1994, 1999b) a qual impediria o
direcionamento desta toxina a outro sitios farmacoldgicos relevantes como células musculares
distantes ou terminagdes nervosas (Ponce-Soto et al., 2007). Desse modo, no presente estudo
a administracdo da toxina diretamente na preparagdo neuromuscular de camundongos,
preveniu a sua orientacdo para outros sitios de acdo, permitindo assim observar

neurotoxicidade.

Observou-se ainda neste estudo que a pré-incubacdo com o extrato etandlico de Tc
neutraliza parcialmente o blogueio neuromuscular in vitro promovido pela BthTX-I, embora
ndo afete significativamente o efeito miotoxico. Tais resultados podem ser explicados com
base na toxicidade do extrato uma vez que, isoladamente, este promoveu alteragdes
morfoldgicas e blogueio das contragdes musculares indiretas in vitro. De fato, a presenca de

componentes com atividades citolitica e citotoxica foi observada por de Almeida e
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colaboradores (2004) durante o fracionamento do extrato de Tc. Todavia, a neutralizagdo
parcial do efeito miotoxico da BthTX-I pelo extrato de Tc foi previamente descrita por
Veronese e colaboradores (2005) através da quantificagdo de creatina quinase liberada da
musculatura de ratos in vivo e in vitro. Deve-se ressaltar, entretanto, que tais resultados foram
obtidos por meio de abordagem e modelo experimental distintos dos utilizados no presente

estudo, 0 que poderia explicar a discrepancia entre os resultados.

O presente estudo evidenciou ainda que a pré-incubacdo da toxina com o alcaloide
MMV isolado da Tc foi capaz de neutralizar parcialmente tanto o efeito miotdxico quanto o
bloqueador neuromuscular promovidos pela BthTX-I in vitro. Estes resultados corroboram a
hip6tese de que ambos os efeitos sejam consequéncia da acdo desestabilizadora de membrana
promovida pela BthTX-l. E importante ressaltar que em contraste com o extrato vegetal,
isoladamente, o alcaldide MMV ndo se mostrou toxico para a preparacdo neuromuscular de
camundongos. Batina e colaboradores (2000) obtiveram 6 diferentes fracdes a partir do
extrato de Tc (A, B, C, D, E e F) das quais a D apresentou elevada atividade antiofidica. Estes
autores observaram ainda que o composto isolado desta fracdo apresentou caracteristicas
quimicas semelhantes ao alcaldide indolico 12-metoxi-4-metilvoachalotina (MMV)
anteriormente isolado por Braga Reis (1987). Tais achados sugerem que o alcaléide MMV
pode ser um dos principais determinantes do potencial neutralizador da Tc, embora a presenca

de outros componentes com tal potencial ndo possa ser descartada.

SimulacGes de Docking Molecular entre 0 modelo cristalografico da BthTX-1 (codigo
PDB 3CXI; Fernandes et al., 2010) e o modelo in silico da molécula do alcaldide MMV
foram realizadas no Laboratorio de Biologia Molecular Estrutural do Departamento de Fisica
e Biofisica do Instituto de Biociéncias —UNESP — Campus de Botucatu, pela mestranda

Patricia Shimabuku e pelo pés-doutorando Angelo José Magro, sob orientacdo do Prof. Dr.
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Marcos Roberto de Mattos Fontes (dados ndo publicados). Os resultados preliminares deste
estudo, ilustrados na figura 25 e 26, sugerem que teoricamente a molécula do alcaléide MMV
se aproximaria de residuos de aminoacidos (Lys115 e Arg118) presentes na regido C-terminal
da BthTX-l previamente descrita como relevante para a atividade desestabilizadora de
membrana desta toxina (Lomonte et al, 1999a; Nufies et al., 2001; Angulo & Lomonte, 2003;
Chioato & Ward 2003; Lomonte et al., 2009). No entanto, para avaliar se ocorre a formacéo
de um complexo estavel entre a toxina e o alcaldide e identificar os sitios da toxina
envolvidos nesta possivel interacdo, outros estudos estruturais envolvendo modelagem
molecular e co-cristalizagdo sdo necessarios. Alternativamente, levando em consideracdo o
carater basico do alcaléide MMV, ndo se pode descartar a hipotese de que este composto
poderia competir com a BthTX-I por sitios de ligacdo na membrana, impedindo assim que a

toxina se ligue e promova a desestabilizagcdo da membrana.

Monémero B

Mondémero A

7 Mmy

Figura 25- llustracdo da simulacdo de docking molecular entre a estrutura cristalografica da
BthTX-l1 e o modelo in silico do alcaloide MMV. Os monémeros A e B da BthTX-I estdo
representados em cartoon (verde), a molécula do alcaléide MMV e os residuos de
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aminoacidos da regido C-terminal da BthTX-I estdo na forma de sticks (amarelo e azul,
respectivamente)

Figura 26- Detalhes da interacdo entre a BthTX-I e o alcaldide MMV mostrando os residuos
de aminoéacidos Argl118 e Lys115 na regido C-terminal do monémero A da BthTX-1 (d&tomos
de carbono representados em amarelo na forma de sticks) e o alcaldide MMV (&tomos de
carbono representados na forma de sticks em azul)

Em contraste com a BthTX-I, a CTX, na concentracdo utilizada no presente estudo,
promove blogueio das contragdes musculares evocadas indiretamente em preparacao
neuromuscular de camundongos, porém ndo afeta as contragcdes diretas. Estes achados
corroboram os dados descritos na literatura para esta toxina (Chang & Lee,1977; Hawgood &
Smith, 1977). Vital Brasil (1966) e Breithaupt (1976) observaram que a CTX leva a morte de
animais experimentais por paralisia respiratéria devido a bloqueio da transmissdo
neuromuscular. Estudos eletrofisilégicos demonstraram que este blogueio decorre
predominantemente da inibicdo da liberacdo de acetilcolina pelas terminagfes nervosas
motoras que se da em trés fases sucessivas: depressdo, seguida de facilitacdo e finalmente

inibicdo irreversivel da liberacdo de acetilcolina (Chang & Lee, 1977; Howgood & Smith,
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1977). Em adicdo, foi evidenciado que esta toxina também promove acdo pos-sinéptica,

estabilizando o receptor nicotinico em estado dessensibilizado (Bon et al., 1979).

Observa-se ainda no presente estudo que a subunidade basica PLA, Asp49 isolada da
CTX promove blogueio da transmissdo neuromuscular, contudo uma dose maior é necessaria
para promover a mesma intensidade de efeito que o complexo como um todo (CTX). Sugere-
se, que as duas subunidades atuem em sinergismo (Hawgood & Smith, 1977; Bon et al.,
1979; Faure & Bon, 1988). Assim, a crotapotina restringiria a ligacdo da CB a sitios
famacologicamente relevantes como a membrana pré-sindptica e celulas musculares
esqueléticas. Apds atingir estes sitios especificos, 0 complexo se dissociaria e a CB exerceria
seu efeito de maneira altamente seletiva (Habermann & Breithaupt, 1978; Bon et al., 1979;

Gutiérrez e Owmby, 2003).

Em adicdo, ha evidéncias de que a CTX também promove atividade miotoxica local e
sistémica. Tal atividade € caracterizada por lesbes musculares in vivo, observadas tanto nas
proximidades quanto em regides distantes do sitio de administracdo da toxina (Salvini et al.,
2001; Melo et al., 2004); pelo incremento na atividade da enzima creatina quinase in vivo
(Gutiérrez, et al., 2008) e in vitro (Melo et al., 2004); e pelo bloqueio das contracGes diretas
in vitro (Breithaupt, 1976; Hawgood & Smith, 1977). No presente estudo, ndo foram
evidenciadas alteracdes celulares e nem tampouco bloqueio das contragcdes musculares diretas
na preparacdo neuromuscular de camundongos submetida a acdo da CTX. Estes achados
podem ser atribuidos a baixa concentragdo de CTX utilizada neste estudo (0,3uM), que foi
cerca de 4 a 50 vezes menor quando comparada aquelas utilizadas para induzir blogueio das
contragdes diretas em camundongos (Hawgood & Smith, 1977) e ratos (Breithaupt, 1976),

respectivamente.
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A toxicidade aguda de venenos neurotdxicos tem sido relacionada a presenca de
neurotoxinas em sua composicdo (Lomonte et al., 2003; Montecucco et al., 2008). Estudos
prévios evidenciam que a letalidade do veneno da Crotalus durissus terrificus bem como da
CTX é neutralizada pelo extrato de Tc assim como pelo seu alcaldide isolado MMV (Batina et
al., 1997, 2000; de Almeida et al.,2004). No entanto, os resultados do presente trabalho
mostraram que o0 bloqueio neuromuscular promovido pela CTX, bem como por sua
subunidade béasica (CB), na preparacdo frénico-diafragma de camundongos, nao foi
neutralizado pelo extrato e nem tampouco pelo alcaléide. Como discutido anteriormente o
potencial neutralizador do extrato etandlico de Tc é limitado por sua toxicidade, o que nédo
ocorre com o alcaléide MMV. Embora os resultados do presente estudo in vitro ndo sejam
diretamente comparaveis aqueles realizados in vivo (Batina et al., 1997; 2000; de Almeida et
al., 2004) pode-se sugerir o envolvimento de processos farmacocinéticos nestes ultimos que
determinariam a capacidade neutralizadora tanto do extrato quanto do alcaléide. Outra
hipdtese a ser considerada € formacdo de um complexo toxico originado a partir da interacdo
da toxina tanto com os compostos do extrato vegetal quanto com o alcaldide, potencializando

0 bloqueio promovido pela toxina.

Em suma, os resultados obtidos no presente estudo mostram que o potencial
neutralizador do extrato de Tc sobre os efeitos induzidos pela BthTX-1, na preparacdo
neuromuscular de camundongos, € limitado por sua toxicidade. Por outro lado, o alcaldide
MMV né&o apresentou toxicidade para a preparacdo neuromuscular e neutralizou parcialmente
tanto o efeito miotoxico quanto o paralisante promovido pela BthTX-I in vitro. Estes
resultados corroboram a hip6tese de que ambos os efeitos induzidos pela toxina sdo
decorrentes de sua atividade desestabilizadora de membrana. As simulagdes de docking
molecular indicam a necessidade investigar se ocorre a formagdo de um complexo entre o

alcaléide MMV e a BthTX-I e quais os sitios da toxina envolvidos nesta possivel interagao.
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Em adicdo, demonstrou-se que tanto o extrato de Tc quanto o alcaléide MMV
potencializaram o bloqueio neuromuscular induzido pela CTX bem como por sua subunidade

basica (CB) na preparacdo neuromuscular de camundongos.

6.CONCLUSOES
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Os resultados deste trabalho permitem concluir que:

A avaliacdo do potencial antiofidico do extrato de Tc é limitada por sua toxicidade
sobre a preparacdo neuromuscular de camundongos.

O alcal6ide MMV isolado deste extrato neutraliza parcialmente os efeitos miotdxico e
paralisante in vitro de PLA, Lys49, mas ndo o efeito neurotdxico do complexo
heterodimérico CTX ou de sua subunidade PLA; Asp49 in vitro

A atividade neutralizadora parcial do alcaléide MMV sob ambos os efeitos, miotdxico
e paralizante, induzidos pelas PLA,s Lys49 corrobora a hipotese de que tais efeitos
séo decorrentes da atividade desestabilizadora de membrana.

As simulacdo de docking molecular indica a possibilidade da molécula do alcal6ide
MMV interagir com a estrutura da BthTX-1 em regides classicamente descritas como

relevantes para a atividade desestabilizadora de membrana.
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