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Resumo

Os acidentes envolvendo as serpentes do género Bothrops se destacam no Brasil
e em outros paises da América Latina, representando 90% das notificagbes. O
envenenamento botrépico é caracterizado por intensa mionecrose local que ndo é
eficientemente neutralizada pelo Unico tratamento disponivel, isto €, a soroterapia.
Como conseqliéncia, em casos graves, este acidente pode levar a amputacdo de
membros, desabilitando a vitima. Os principais responsaveis pelo desenvolvimento da
mionecrose sdo proteinas com estruturas homologas as enzimas fosfolipases A,
(PLA:s). Entre essas se destacam as variantes cataliticamente inativas que apresentam
como caracteristica um residuo de lisina na posicdo 49 (Lys49-PLAyS).
Tradicionalmente, as Lys49-PLA,s séo consideradas miotoxinas ndo-neurotoxicas, uma
vez que ndo induzem paralisia in vivo. No entanto, em preparacdes isoladas, tal efeito é
observado. Recentemente, sugeriu-se que a paralisia muscular in vitro, da mesma forma
que a lesdo muscular, resultaria da atividade desestabilizadora de membrana da fibra
muscular induzida por estas toxinas. O presente estudo teve como objetivo investigar a
relacdo entre os efeitos miotdxico e paralisante das Lys49-PLA,s e contribuir para o
esclarecimento do mecanismo de acdo e da relacdo estrutura/atividade dessas toxinas.
Sendo assim, realizaram-se estudos miograficos e morfolégicos em preparacdes
neuromusculares de camundongos utilizando a PrTX-1 (Lys49-PLA; isolada do veneno
de Bothrops pirajai) e potenciais inibidores vegetais (acido rosmarinico, &cido caféico e
acido aristoloquico). Os resultados obtidos mostraram as diferentes capacidades dos
compostos vegetais em neutralizar os efeitos miotdxico e paralisante da PrTX-1. Assim,
0 acido rosmarinico neutralizou ambos os efeitos eficientemente, enquanto que o acido
caféico inibiu parcialmente apenas o efeito miotoxico da PrTX-I, ndo afetando o seu
efeito paralisante. O &cido aristoloquico, na concentracdo em que ndo demonstrou sua

toxicidade, exibiu comportamento semelhante ao do &cido caféico. Paralelamente,
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procedeu-se a co-cristalizacdo dessa toxina com os diferentes compostos vegetais, em
estudo de colaboracdo com o Laboratério de Biologia Molecular e Estrutural deste
Instituto. Constatou-se que o acido rosmarinico interagiu com o canal hidrofobico e com
a regido C-terminal da PrTX-I, estruturas previamente relacionadas com a atividade
desestabilizadora de membrana das Lys49-PLA,s. O acido caféico interagiu apenas com
a regido C-terminal desta toxina, enquanto que o &cido aristoloquico ndo interagiu com
nenhuma destas estruturas. O significado da interacdo do acido aristoléquico com a
PrTX-I esta na dependéncia de estudos adicionais. Tomados em conjunto, os resultados
deste estudo indicam o envolvimento da regido C-terminal e do canal hidrofobico da
PrTX-1 no estabelecimento de seus efeitos miotoxico e paralisante in vitro. Ainda, com
estes resultados, € possivel corroborar a hipotese de que os efeitos miotdxico e
paralisante in vitro decorrem da desestabilizacdo do sarcolema, uma vez que o acido
rosmarinico foi capaz de neutralizar ambos os efeitos da PrTX-I. No entanto, o efeito
paralisante se mostrou mais susceptivel a atividade desestabilizadora de membrana do
que o efeito miotoxico. Tal inferéncia é baseada na observacéo de que o acido caféico,
por interagir com apenas uma regido desta toxina, ndo inibiu eficientemente a
desestabilizacdo de membrana e, conseqiientemente, ndo neutralizou a paralisia
muscular.

Palavras-chave: Compostos vegetais; Jungdo Neuromuscular; Lys49-PLA,s.



Abstract



Accidents caused by Bothrops snake genus stand out in Brazil and other Latin
American countries, representing 90% of notifications. Bothropic envenoming is
characterized by intense local myonecrosis, not effectively neutralized by serum
therapy, the only available treatment. As a result, in severe cases, these accidents can
lead to amputation of limbs, disabling the victim. The main responsibles for
myonecrosis development are proteins with homologous structures from enzymes
phospholipase A, (PLA2S). Among these stand out catalytically inactive variants that
have a characteristic lysine residue at position 49 (Lys49-PLA;s). Traditionally, Lys49-
PLA,s myotoxins are considered non-neurotoxic, since they do not induce paralysis in
vivo. However, this effect is observed in isolated preparations. It was recently suggested
that muscle paralysis in vitro, as well as muscle injury, would result from the
destabilizing activity of the muscle fiber membrane induced by these toxins. This study
aimed to investigate the relationship between paralyzing and myotoxic effects of Lys49-
PLA;s and contribute to the elucidation of the mechanism of action and
structure/activity relationship of these toxins. Therefore, myographical and
morphological studies were performed in neuromuscular preparations of mice using
PrTX-1 (Lys49-PLA; isolated from Bothrops pirajai venom) and potential inhibitors
from plants (rosmarinic acid, caffeic acid and aristolochic acid) as experimental tools.
The results showed the different skills of plant compounds to neutralize myotoxic and
paralyzing effects of PrTX-I. Thus, the rosmarinic acid efficiently neutralized both
effects, whereas caffeic acid only partially inhibited the myotoxic effect of PrTX-I, not
affecting its paralyzing effect. Aristolochic acid, at the concentration that showed no
toxicity, exhibited behavior similar to caffeic acid. In parallel, the co-crystallization of
this toxin with each plant compound was performed, in a collaboration study with the

Laboratory of Molecular and Structural Biology of this Institute. It was found that



rosmarinic acid interacted with the hydrophobic channel and C-terminal region of
PrTX-1, structures previously related to membrane destabilizing activity of Lys49-
PLA,s. Caffeic acid only interacted with the C-terminal region of this toxin, whereas
aristolochic acid did not interact with any of these structures. The meaning of the
interaction between aristolochic acid and PrTX-I requires further studies. All together,
the results of this study indicate the involvement of the C-terminus region and
hydrophobic channel of PrTX-1 in the establishment of its myotoxic and paralyzing
effects in vitro. Moreover, with these results, it is possible to corroborate the hypothesis
that the myotoxic and paralyzing in vitro effects result of the sarcolemma
destabilization, since rosmarinic acid was able to neutralize both effects of PrTX-I.
However, the paralyzing effect was more susceptible to the membrane destabilizing
activity than the myotoxic effect. This inference is based on the observation that caffeic
acid, by just interacting with one region of this toxin, inefficiently inhibited the
membrane destabilization and, consequently, did not neutralize muscle paralysis.

Keywords: Lys49-PLA,s; Neuromuscular Junction; Plant compounds.
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Em paises tropicais e subtropicais, os acidentes ofidicos ocorrem com elevada
frequéncia, proporcionando morbidade ou mortalidade (Chippaux, 1998; Pinho &
Pereira, 2001; Cheng & Currie, 2004; Gutiérrez et al., 2006; Kasturiratne et al., 2008).
Estes acidentes sdo particularmente importantes em regifes rurais, nas quais a
populacdo nem sempre tem acesso aos servigcos de saude e, em algumas situacgdes, esta
sujeita a escassez do soro antiofidico (Theakston & Warrell, 2000; Gutiérrez et al.,
2006; Kasturiratne et al., 2008). Um grande numero de vitimas sobrevive com
limitagdes fisicas permanentes, devido a necrose do tecido afetado e, sem duvidas, com
sequelas psicologicas (Kasturiratne et al., 2008). Como a maioria das vitimas desses
acidentes sdo jovens (Hansdak et al., 1998; Brasil, 2001), o impacto econémico dessas
limitacGes é consideravel. Apesar da dimensdo dos seus efeitos sobre as populacgdes, 0s
acidentes ofidicos nao tém recebido atencéo por parte dos 6rgdos competentes nacionais
e internacionais, sendo, portanto, adequadamente classificados pela Organizagdo
Mundial de Saude como uma doenga tropical negligenciada (WHO, 2011).

As informacgOes sobre a epidemiologia dos acidentes ofidicos sdo escassas e
representam uma subestimativa do real nimero de ocorréncias, visto que sdo baseadas
apenas nos casos notificados (Swaroop & Grab, 1954; Chippaux, 1998; White, 2000).
Assim, apos realizar um levantamento das bases de dados disponiveis, um recente
estudo indicou que ocorreram anualmente, entre 1985 e 2007, cerca de 420.000
acidentes e 20.000 mortes no mundo (Kasturiratne et al., 2008). Enquanto isso, entre
2000 e 2007, 24.000 casos/ano foram notificados no Brasil (de Oliveira et al., 2009).
Dentre estes, destacam-se, indiscutivelmente, os causados por serpentes do género
Bothrops, que representam a maioria das notificagcbes (aproximadamente 90%) e,

secundariamente, as do género Crotalus, que apresentam o maior indice de letalidade
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(em torno de 1%) (Resende et al., 1989; Campbell & Lamar, 1989; Ribeiro et al., 1993,
1995; Brasil, 2001, 2010; Pinho & Pereira, 2001; de Oliveira et al., 2009).

Os venenos ofidicos sdo constituidos por uma complexa mistura de moléculas,
de natureza quimica diversificada, que provocam diferentes acdes tanto no ser humano
como em outros animais (Jiménez-Porras, 1964). Cerca de 90% da massa seca desses
venenos é representada por componentes proteicos (Ménez, 2002; Calvete et al., 2009),
como enzimas (fosfolipases, fosfodiesterases, fosfatases, acetilcolinesterases enzimas
proteoliticas), toxinas ndo-enzimaticas e proteinas ndo-toxicas (Bjarnason & Fox,
1989). Além disso, tais venenos contém peptideos, carboidratos, aminas biogénicas e
componentes inorganicos (Devi, 1971; Ménez, 2002; Calvete et al., 2009). A propor¢édo
desses componentes é variavel entre os venenos das diferentes espécies, distinguindo-se
também intraespecificamente conforme as variacdes de idade, distribuicdo geogréafica e
alimentacdo da serpente (Warrell, 1996; Calvete et al., 2009).

No geral, os envenenamentos ofidicos geram um quadro clinico complexo,
decorrente da agdo simultanea dos diversos componentes do veneno, bem como da
reacdo do organismo a estes componentes. Especificamente, 0 envenenamento
botropico é caracterizado por sintomas locais que incluem edema, dor, hemorragia e
mionecrose (Rosenfeld, 1971; Gutiérrez et al., 1989; Bjarnason & Fox, 1994; Gutiérrez
& Ownby 2003; Kini, 2003; Lomonte et al., 2003; Franca & Malaque, 2009; Gutiérrez
et al., 2009; Hernandez et al., 2011). Alem disso, manifestam-se reacdes sistémicas, que
incluem alteracdes cardiovasculares (Rosenfeld, 1971; Franca & Malaque, 2009),
disturbios da coagulacdo sangliinea (Rosenfeld, 1971; Bolafios, 1984; Milani-Junior et
al., 1997; Brasil, 2001, Franca & Malaque, 2009) e insuficiéncia renal (Amaral et al.,

1985; Franca & Malaque, 2009).
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A soroterapia, fundamentada nos estudos de Albert Calmette (Calmette, 1894) e
Vital Brazil (Brazil, 1903), ainda permanece como o método mais eficiente na
terapéutica dos envenenamentos ofidicos. Os soros antiofidicos sdo concentrados de
imunoglobulinas obtidos por hiperimunizacdo de diversos animais, sendo mais
utilizados os de origem equina (Brasil, 2001). Estes soros tém acao restrita aos acidentes
causados pelas espécies de serpentes cujos venenos foram utilizados no processo de
hiperimunizacgdo (Brasil, 2001). Além disso, esse tratamento ndo é eficiente contra as
manifestagdes locais, como a lesdo muscular (Dias da Silva et al., 1989; Moura da Silva
et al., 1990). Desta forma, a mionecrose apresenta-se como um efeito local grave nos
envenenamentos botropicos (Milani-Junior et al., 1997; Jorge et al., 1999; da Silva et
al., 2003), com a possibilidade de levar a perda permanente de massa muscular ou a
amputacao, incapacitando a vitima (Gutiérrez & Lomonte, 1995; Otero et al., 2002).
Assim, as limitacGes da soroterapia elevam a importancia da compreensao do modo de
acdo dos componentes dos venenos, sobretudo os que promovem as reagdes locais do
envenenamento.

A patogénese da mionecrose envolve, primariamente, a combinacdo das acoes
dos diferentes componentes do veneno na musculatura afetada, como fosfolipases A
miotoxicas e metaloproteases (Rosenberg, 1990; Ownby et al., 1999; Gutiérrez &
Rucavado, 2000; Gutiérrez, 2002; Gutiérrez & Ownby, 2003) e, secundariamente, a
liberagdo de mediadores da resposta inflamatoria, como histamina, bradicinina e
prostaglandinas (Rothschild & Rothschild, 1979; Selistre et al., 1990; Brasil, 2001).

As fosfolipases A, (PLA.sS) sdo enzimas que catalisam a hidrélise de
glicerofosfolipidios na posicdo sn-2, convertendo-os em 4acidos graxos e
lisofosfolipidios (van Deenen & de Haas, 1963; Burke & Dennis, 2009). Os acidos

graxos liberados pelas PLA;s (&cidos aracddnico e oléico) s@o precursores de



Introducéo

eicosanoides, ou seja, mediadores do processo inflamatério (Waite, 1987; Calder, 2003;
Rocha et al., 2003; Kalyvas et al., 2009). Ao passo que os lisofosfolipidios liberados
pela catalise sdo importantes na perturbacdo das membranas, uma vez que ativam canais
de CI, ocorrendo o efluxo desse ion, com conseqliente despolarizacdo dessas
membranas (Postma et al., 1996; Moolenaar et al., 1997).

Além de apresentar um amplo espectro de efeitos biolégicos, as PLA,s podem
ser encontradas em diversos compartimentos, tanto no meio intracelular quanto
extracelular (Rosenberg, 1990; Kini, 2003, Lomonte et al., 2003). Essas Ultimas séo
abundantes em venenos de serpentes, lagartos e abelhas (Waite, 1987; Rosenberg, 1990;
Arni & Ward, 1996). Essas proteinas constituem uma superfamilia, divididas em 15
grupos conforme similaridade sequiencial e estrutural, posicdo e nimero de pontes de
dissulfeto, entre outras diversas caracteristicas (Schasloke & Dennis, 2006; Burke &
Dennis, 2009; Lei et al., 2010). Os grupos | e 11 desta classificacdo englobam as PLA;s
dos venenos ofidicos e, em particular, no grupo A (grupo Il, subgrupo A) encontram-
se as PLA;s dos venenos botrdpicos (Rosenberg, 1990; Six & Dennis, 2000).

No grupo lIA, as PLA,s possuem baixo peso molecular (14 a 18 kDa), elevada
semelhanca estrutural e necessidade do fon Ca** para apresentarem atividade catalitica.
Inicialmente, de acordo com essa atividade, esse grupo foi subdividido em PLA;s
classicas (cataliticamente ativas) e homélogas/variantes (cataliticamente inativas). As
PLA,s classicas foram basicamente caracterizadas pelo residuo de &cido aspartico
conservado na posicdo 49, denominando-as como Asp49-PLA,s (Kaiser et al., 1990).
Ao passo que as PLA,s homdlogas distinguiam-se das classicas pela substituicdo do
residuo de &cido aspartico por lisina, sendo conhecidas, portanto, como Lys49-PLA;s
(Scott et al., 1992; Ownby et al., 1999; Lomonte et al., 2003). Recentemente, estudos

indicaram a existéncia de PLAs cataliticamente inativas com diferentes substituicdes na
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posicao 49, tais como Arg49-, Asn49-, GIn49- e Ser49-PLA;s (dos Santos et al., 2011).
Ainda, apesar da conservacdo do acido aspartico, algumas Asp49-PLA,s (BthTX-II e
PrTX-111) possuem atividade enzimatica muito reduzida ou inexistente, sendo
consideradas cataliticamente inativas (dos Santos et al., 2011).

Apesar da ampla diversidade de venenos ofidicos, suas PLA,S apresentam um
alto grau de semelhanca na seqiiéncia de aminoacidos, contribuindo para a formagéo de
elementos de estruturas secundérias/terciarias altamente conservados como a hélice N-
terminal, os sitios ativo e de ligagdo do Ca®* e o canal hidrofébico (Arni & Ward, 1996).
O sitio ativo interage com a regido (ou loop) de ligacdo do Ca*" através do residuo
Asp49 (Ward et al., 1998). A regido catalitica também envolve os residuos His48,
Tyr52 e Asp99, uma vez que sdo diretamente relacionados a estrutura intermediaria
tetraédrica das PLA,s com os lipidios de membrana (Scott et al., 1990; Ward et al.,
1998; dos Santos et al., 2011). Este complexo intermediario no processo catalitico é
estabilizado pelo Ca?* (Scott et al., 1990; Ward et al., 1998) e a coordenacdo deste fon
as PLA,s é possivel pela manutencdo dos residuos Tyr28, Gly30, Gly32 e Asp49 (Scott
et al., 1990; White et al., 1990; dos Santos et al., 2011). Assim, a substituicdo de alguns
desses residuos acarreta a perda da atividade catalitica (Maraganore et al., 1984; Krizaj
et al., 1991; Liu et al., 1991; Tsai et al., 2004; Mebs et al., 2006). Em particular, quando
ocorre a substituicdo de Asp49 para Lys49, o N da cadeia lateral do residuo de lisina
ocupa a posicdo do Ca**, impedindo a sua coordenagdo (Holland et al., 1990; Scott et
al., 1992; Arni et al., 1995). Deste modo, as Lys49-PLA,s atuam por um mecanismo
Ca’*-independente (Ownby et al., 1999; Ward et al., 2002; Gutiérrez & Ownby, 2003;
Lomonte et al., 2003).

Diversas atividades foram descritas para as Lys49-PLA;s, sendo a capacidade de

induzir lesdo muscular in vivo e in vitro (Gutiérrez et al., 1986, 1989; Homsi-
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Brandeburgo et al., 1988; Lomonte et al. 1994°; Melo & Ownby, 1999) uma das mais
proeminentes. Embora tais PLA,s sejam destituidas de neurotoxicidade in vivo
(Lomonte et al., 2003), estudos demonstram que varias Lys49-PLA,s de venenos
botropicos promovem paralisia muscular in vitro em preparacdes neuromusculares de
diferentes espécies (Rodrigues-Simioni et al., 1983; Heluany et al., 1992, Gallacci et al.,
2006; Cavalcante et al., 2007). Uma recente revisdo das evidéncias experimentais
disponiveis levou a hipotese de que os efeitos paralisante in vitro e miotoxico sejam
consequéncia da desestabilizacdo das membranas das fibras musculares promovida
pelas Lys49-PLA;s (Gallacci & Cavalcante, 2010). Sendo assim, a avaliacéo dos efeitos
da Lys49-PLA;s sobre o processo de transmissdo neuromuscular em preparacoes
isoladas seria uma abordagem Util para o avan¢co no conhecimento da atividade
desestabilizadora de membranas destas proteinas.

Tendo em vista o papel-chave das Lys49-PLA,s na patogénese da mionecrose, a
elucidacdo do mecanismo de acdo destas proteinas, bem como dos determinantes
estruturais envolvidos, é fundamental para o aperfeicoamento do tratamento dos
acidentes promovidos por serpentes viperideas. Para tanto, podem ser utilizados uma
série de técnicas tais como modificacdo da estrutura quimica dessas PLA;s, analise
comparativa da seqiiéncia de aminoécidos, estudo com peptideos sintéticos, mutagénese
sitio-dirigida e interacdo com moléculas neutralizadoras (Ownby et al., 1999; Murakami
et al., 2005, 2007). Particularmente, essa Ultima técnica é uma abordagem interessante,
pois além de auxiliar no esclarecimento da atividade das Lys49-PLA;s, indica
potenciais moléculas inibidoras a serem avaliadas em estudos posteriores.

Ao longo dos anos demonstrou-se que as substancias polianidnicas, como
suramina e heparina, sdo excelentes moléculas para se utilizar na interagdo com Lys49-

PLA;s, pois sdo capazes de neutralizar diversos efeitos dessas toxinas, incluindo a
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paralisia muscular in vitro e a miotoxicidade in vitro e in vivo (de Oliveira et al., 2003;
Murakami et al., 2005, 2007; Gallacci et al., 2006). Os extratos vegetais também sao
instrumentos interessantes no estudo da atividade das PLAS, uma vez que constituem
uma série de substancias com atividades bioldgicas diversificadas, inclusive antiofidica
(Borges et al., 2000, 2001, Oliveira et al., 2005; Cavalcante et al., 2007). Sabe-se que a
utilizacdo de alguns desses extratos contra 0s envenenamentos ofidicos € uma pratica
comum adotada por comunidades sem acesso a soroterapia (Borges et al., 2001). Nesse
contexto, o emprego popular de extratos de Cordia verbenacea (Boraginaceae),
Taraxacum officinale (Asteraceae) e Aristolochia sp. (Aristolochiaceae) como
paliativos aos efeitos dos envenenamentos (Tsai et al., 1975; Sertié et al., 1988; Mors et
al., 2000) instigou ao estudo de suas atividades antiofidicas, as quais foram conferidas
por seus principios ativos, ou seja, o acido rosmarinico, acido caféico e &cido
aristoloquico (Tsai et al., 1980; Ticli et al., 2005; Aung et al., 2010, 2011).

No sentido de se obter algum progresso no conhecimento do mecanismo de agédo
e da relacdo estrutura/atividade das Lys49-PLA,s, no presente estudo avaliou-se a
capacidade do acido rosmarinico, acido caféico e acido aristoloquico em neutralizar os
efeitos miotoxico e paralisante da piratoxina-1 (PrTX-1), uma Lys49-PLA, da Bothrops
pirajai (Mancuso et al., 1995), em preparacdo neuromuscular isolada de camundongos.
Este trabalho foi complementado por estudos de co-cristalizacdo da PrTX-I com os
compostos vegetais, realizado pela equipe do Laboratério de Biologia Molecular e
Estrutural do Departamento de Fisica e Biofisica do Instituto de Biociéncias de

Botucatu (IBB), sob supervisao do Prof. Dr. Marcos Roberto de Mattos Fontes.
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Em busca de novas alternativas para o tratamento dos acidentes ofidicos, este
estudo teve por objetivo avangar no conhecimento dos mecanismos dos efeitos
miotdxico e paralisante in vitro das Lys49-PLA,s, bem como dos componentes
estruturais destas toxinas envolvidos em tais efeitos. Neste intuito, pés-se a prova a
capacidade de compostos vegetais em inibir os efeitos miotoxico e paralisante
promovidos pela PrTX-1 em preparacdo neuromuscular de camundongos, além de

avaliar as regides de interacdo entre tais compostos e a PrTX-I.
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Material e Métodos

1. Material

1.1. Toxina

Utilizou-se a piratoxina-1 (PrTX-1), sob a forma purificada e liofilizada, isolada
do veneno de Bothrops pirajai. A toxina foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr.
Andreimar Martins Soares do Departamento de Analises Clinicas, Toxicoldgicas e
Bromatoldgicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto,

Universidade de S&o Paulo (USP).

1.2.  Drogas e reagentes
Drogas:
= Acido rosmarinico (Sigma-Aldrich).
= Acido caféico (Sigma-Aldrich).
= Acido aristoloquico (Sigma-Aldrich).

= Brometo de Pancurdnio (Pancuron®, Cristélia).

Reagentes:
= Cloreto de sddio (Chemco).
= Bicarbonato de sddio (Synth).
= Cloreto de potassio (Chemco).
= Cloreto de magnésio (Synth).
= Fosfato de sddio bibasico (Synth).
= Cloreto de célcio (Synth).
= Bicarbonato de sédio (Synth).

= Dextrose anidra (Dindmica).



1.3.

Solucdes

Solugéo nutriente de Ringer:

135 mM de cloreto de sddio (NaCl).

15 mM de bicarbonato de sédio (NaHCO3).
5 mM de cloreto de potéssio (KCI).

2 mM de cloreto de magnésio (MgCl,.6H,0).
1 mM de fosfato de sodio (Na;HPO,4.12H,0).
2 mM de cloreto de célcio (CaCl,.2H,0).

11 mM de dextrose anidra (glicose).

Solucéo de Bouin:
7,5 mL de solucdo saturada de acido picrico.
2,5 mL de formaldeido 40%.

500 pL de acido acético glacial.

Solugéo de Karnovsky:
Glutaraldeido 2,5%.
Folmaldeido 2%.

PBS 0,1 M (pH 7,4).

Animais

Material e Métodos

Foram utilizados camundongos Swiss (~ 25 g), machos, adultos, fornecidos pelo

Biotério Central da UNESP, Campus Botucatu e alojados no Biotério do Departamento

de Farmacologia do Instituto de Biociéncias (IBB) da referida universidade. Os animais

foram mantidos em gaiolas higienizadas regularmente, abastecidas com agua e racao ad
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libitum, em ambiente com temperatura controlada (24 + 2 °C) e ciclo claro-escuro (12-

12 h).

3. Grupos Experimentais
Os animais foram aleatoriamente separados nos seguintes grupos:
= Controle.
= PrTX-l (1 uM).
= Acido Rosmarinico (13,7 pg/mL).
= PrTX-l + Acido Rosmarinico (1:1, peso/peso).
= Acido Caféico (6,85 pg/mL).
= Acido Caféico (13,7 pg/mL).
= Acido Caféico (68,5 pg/mL).
= PrTX-l + Acido Caféico (1:% , peso/peso).
= PrTX-l + Acido Caféico (1:1, peso/peso).
= PrTX-l + Acido Caféico (1:5, peso/peso).
= Acido Aristoloquico (13,7 pg/mL).
= Acido Aristoloquico (68,5 ug/mL).
= PrTX-I + Acido Aristoloquico (1:1, peso/peso).

= PrTX-I + Acido Aristoloquico (1:5, peso/peso).

4. Estudo Funcional
Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissio de Etica
em Experimentagdo Animal (CEEA) do Instituto de Biociéncias da UNESP de Botucatu

(Protocolo 033/05).
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4.1. Preparagédo nervo frénico-musculo diafragma de camundongo

O camundongo foi sacrificado por deslocamento cervical e exanguinado por
seccdo dos grandes vasos cervicais. Apds toracotomia ampla, a preparacdo do nervo
frénico-masculo diafragma foi removida (Bulbring, 1997). Durante este periodo a
preparacdo foi perfundida intermitentemente com solucdo nutriente de Ringer. A seguir,
0 hemidiafragma esquerdo foi cortado em formato triangular e montado verticalmente
no sistema de cubas para 6rgéo isolado (Tecnal, Modelo TE-051), contendo 15 mL da
solucdo nutriente, constantemente borbulhada com carbogénio (95% O, e 5% CO;) e
mantida a 35 °C (+ 2 °C). O bordo costal diafragmatico foi conectado a um suporte de
vidro de formato “L”, e o centro tendineo do musculo diafragma foi conectado a um
transdutor de tensdo isométrica (Grass Telefactor, Modelo FT03), o qual estava
acoplado a um amplificador de sinal (Gould Systems). Os sinais foram registrados em
um computador através de um sistema de aquisicdo de dados Summit ACQuire (Gould
Systems) e posteriormente submetidos a analise utilizando o programa Summit

DataViewer (Gould Systems).

4.2. Registro das contracdes musculares evocadas diretamente

Os estimulos elétricos foram aplicados diretamente no masculo através de um
eletrodo bipolar de platina acoplado a um estimulador elétrico (Grass Telefactor,
Modelo S88). A tensdo de base de cada uma das preparagdes foi estabelecida
individualmente, de modo a fornecer a tensdo maxima em resposta a aplicacao de pulsos
elétricos retangulares com duracdo de 5 ms, intensidade supramaxima e freqiiéncia de
0,2 Hz. Para evitar alguma contribuicdo da contracdo indireta, pancuronio (2 uM) foi

adicionado a solucédo nutriente.
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4.3. Registro das contra¢es musculares evocadas indiretamente

Para evocar as contragdes musculares indiretas, a extremidade livre do nervo
frénico foi aspirada por um eletrodo de platina “de succdo”, que se encontrava acoplado
a um estimulador elétrico (Grass Telefactor, Modelo S88). Um segundo eletrodo,
constituido por um fio de platina enrolado em um suporte de vidro de formato “L”,
serviu como eletrodo “de referéncia’ e consistiu no local em que o musculo foi
conectado. As contragdes musculares foram evocadas indiretamente, por pulsos
elétricos retangulares com duracgéo de 0,5 ms, intensidade supramaxima e frequiéncia de

0,2 Hz.

4.4.  Protocolo experimental

As preparacdes foram mantidas a 35 °C (+ 2 °C) e submetidas a um periodo de
estabilizacdo de 45 minutos, durante os quais houve renovacao da solucdo nutriente a
cada 15 minutos e estimulacdo elétrica na freqiéncia de 0,2 Hz. Em seguida, foram
registradas as contragfes na auséncia de qualquer substancia durante 15 minutos.
Subseqlientemente, a PrTX-1 , o composto vegetal ou o produto de pré-incubacdo da
toxina com o composto por 30 minutos em temperatura ambiente, foi adicionado ao
banho. A seguir, as contracfes musculares diretas e indiretas foram registradas por um

periodo de 90 minutos.

5. Estudo Morfol6gico
Apos a realizacdo do estudo funcional, fragmentos do musculo diafragma foram
tratados com solugdo de Bouin e fixados em historresina. Subsequentemente, cortes

transversais de 5 pm de espessura foram obtidos em micrétomo e submetidos a
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coloracdo hematoxilina e eosina (coloracdo HE) para a avaliagdo da morfologia geral
das fibras musculares.

Amostras também foram fixadas em solucdo de Karnovsky 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 eletrénica.

As preparagOes histologicas coradas com HE foram submetidas a analise
semiquantitativa. Em cada musculo foram analisados trés campos microscopicos
diferentes. O numero de fibras com lesdo foi representado como porcentagem do
namero total de fibras (normais + lesadas) em cada campo. Este estudo foi realizado

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

6. Estudo Cristalografico

O estudo cristalografico foi realizado em projeto de colaboragdo com o
Laboratorio de Biologia Molecular e Estrutural do Departamento de Fisica/Biofisica do
Instituto de Biociéncias de Botucatu (IBB), sob supervisdo do Prof. Dr. Marcos Roberto
de Mattos Fontes e executado pelos seus alunos: Carlos Alexandre Henrique Fernandes,
Juliana lzabel dos Santos e Patricia da Silva Shimabuku. A seguir, estdo descritas

resumidamente as técnicas utilizadas neste estudo.

6.1. Co-cristalizacdo da PrTX-1 com 0s compostos vegetais

A co-cristalizacdo da PrTX-I com o &cido rosmarinico, caféico ou aristoloquico

foi realizada utilizando a técnica de difusdo de vapor hanging drop (MacPherson, 1982).
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= O complexo PrTX-I/acido rosmarinico foi co-cristalizado a 298 K utilizando
como solucdo de cristalizacdo 30% de PEG 4000, 100 mM Tris-HCI pH 7,5 e
200 mM de sulfato de litio, com uma proporgéo toxina/ligante de 1:8.

= O complexo PrTX-l/acido cafeico foi co-cristalizado a 291 K utilizando como
solucéo de cristalizacdo 30% de PEG 4000, 100 mM Tris-HCI pH 8,1 e 200 mM
de sulfato de litio, com uma proporcéo toxina/ligante de 1:8.

= O complexo PrTX-I/acido aristoloquico foi co-cristalizado a 291 K utilizando
como solucédo de cristalizacdo 26% de PEG 4000, 120 mM citrato de sodio pH

5,6 e 18% de isopropanol, com uma proporc¢éo toxina/ligante de 1:8.

Os cristais obtidos foram submetidos a coleta de dados por difracdo de raios X
no Laboratdrio Nacional de Luz Sincroton (LNLS — Campinas — Brasil). As densidades
eletrbnicas correspondentes a cada molécula de composto vegetal foram obtidas apds o
processamento dos dados de difracdo de raios X (Otwinowski & Minor, 1997) e a
realizacdo das tecnicas de substituicdo molecular (Navaza, 1994) e de refinamento

manual (Jones et al., 1990; Briinger et al., 1998).

7. Analise Estatistica

Os resultados experimentais foram expressos como média e erro padrdo da
média (EPM). A analise estatistica dos resultados foi realizada através do Teste t de
Student (ao comparar duas amostras) ou da Analise de Variancia (a0 comparar mais de
duas amostras). Neste ultimo modo, a analise foi complementada pelo Teste de Tukey-

Kramer (Snedecor & Cochran, 1989). Foi estabelecido o nivel de significancia de 5%.
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1. Estudo Funcional

1.1. Efeito da PrTX-I sobre as contragdes musculares diretas e indiretas em

preparacdes frénico-diafragma de camundongo

A PrTX-1 (1 uM, isto é 13,7 ug/mL) promoveu bloqueio irreversivel e tempo-
dependente das contragdes musculares evocadas diretamente e indiretamente nas
preparacdes frénico-diafragma de camundongo (Fig. 1). Ao final do protocolo
experimental, o bloqueio das contragdes musculares diretas e indiretas foi,
respectivamente, de 82,6% e 89,4% em relacdo aos seus grupos Controles.

O tempo médio para a PrTX-1 reduzir a amplitude das contra¢des musculares
diretas em 50% (T%2) foi de 28,6 £ 2,2 minutos (N = 3) e de 34,0 + 2,4 minutos (N = 6)

para as contragdes indiretas, ndo havendo diferenca significativa entre ambos (P > 0,05).
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Fig. 1 - Efeito da PrTX-l sobre o decurso temporal da amplitude das contragdes musculares evocadas diretamente (A) e

indiretamente (B) em preparacdes frénico-diafragma de camundongos. Dados apresentados como média + EPM. * Momento a partir

do qual ocorreu diferenca significativa entre os grupos PrTX-1 e Controle (P < 0,05).
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1.2.  Influéncia do acido rosmarinico sobre o efeito da PrTX-I em preparacdes

frénico-diafragma de camundongo

O produto de pré-incubacdo da PrTX-I com o acido rosmarinico na proporcao
1:1 (peso/peso) ndo promoveu paralisia significativa das contragdes musculares
evocadas indiretamente em relagdo ao grupo Controle (Fig. 2). Deste modo, a protecao
conferida pelo &cido rosmarinico ao efeito paralisante da PrTX-I foi de 93,8%.

O acido rosmarinico, administrado isoladamente na concentragdo de 13,7
ug/mL, ndo alterou a amplitude das contragOes evocadas indiretamente em relagdo ao

grupo Controle (Fig. 2).

Fig. 2 - Efeito da PrTX-I, do &cido rosmarinico e do produto de interagdo entre ambos sobre o decurso temporal da amplitude das
contracdes musculares evocadas indiretamente. Dados apresentados como média + EPM. * Momento a partir do qual ocorreu
diferenca significativa entre os grupos PrTX-I e Controle (P < 0,05). ** Momento a partir do qual ocorreu diferenca significativa

entre os grupos PrTX-l e PrTX-1 + Ac. Rosmarinico 1:1 (P < 0,001).
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1.3. Influéncia do acido cafeico sobre o efeito da PrTX-1 em preparacdes

frénico-diafragma de camundongo

O produto de pré-incubacdo da PrTX-I com o acido caféico na proporgdo 1:%
(peso/peso) promoveu paralisia das contracdes musculares evocadas indiretamente em
relacio ao grupo Controle (Fig. 3). O tempo médio para este produto reduzir a
amplitude das contragdes em 50% (T%2) foi de 30,6 = 3,7 minutos (N = 3), ndo havendo
diferenca significativa entre este tempo e aquele observado para a PrTX-I isoladamente
(34,0 = 2,4 minutos, N = 6, P > 0,05).

O acido caféico, administrado isoladamente na concentracéo de 6,85 ug/mL, néo
alterou a amplitude das contracGes evocadas indiretamente em relagdo ao grupo

Controle (Fig. 3).

Fig. 3 - Efeito da PrTX-I, do acido caféico e do produto de interacdo entre ambos (1:%, peso/peso) sobre o decurso temporal da
amplitude das contragcdes musculares evocadas indiretamente. Dados apresentados como média + EPM. * Momento a partir do qual
ocorreu diferenca significativa entre os grupos PrTX-I e Controle e entre os grupos PrTX-I + Ac. Caféico 1:% e Controle (P < 0,05).

** (Jnico momento no qual ocorreu diferenca significativa entre os grupos Ac. Caféico 6,85 ug/mL e Controle.
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O produto de pré-incubacdo da PrTX-I com o acido caféico na proporgéo 1:1
(peso/peso) promoveu a paralisia das contragdes musculares evocadas indiretamente em
relacio ao grupo Controle (Fig. 4). O tempo médio para este produto reduzir a
amplitude das contragdes em 50% (T%2) foi de 33,1 + 2,8 minutos (N = 3), ndo havendo
diferenca significativa em relagdo ao grupo PrTX-I (34,0 = 2,4 minutos, N = 6, P >
0,05).

O acido caféico, administrado isoladamente na concentracdo de 13,7 ug/mL, néo
alterou a amplitude das contracGes evocadas indiretamente em relacdo ao grupo

Controle (Fig. 4).

Fig. 4 - Efeito da PrTX-I, do acido caféico e do produto de interagdo entre ambos (1:1, peso/peso) sobre o decurso temporal da
amplitude das contragcdes musculares evocadas indiretamente. Dados apresentados como média + EPM. * Momento a partir do qual

ocorreu diferenca significativa entre os grupos PrTX-I e Controle e entre os grupos PrTX-I + Ac. Caféico 1:1 e Controle (P < 0,05).
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O produto de pré-incubagdo da PrTX-I com o acido caféico na proporcdo 1:5
(peso/peso) promoveu paralisia das contragdes musculares evocadas indiretamente em
relacdo ao grupo Controle (Fig. 5). A paralisia muscular induzida por este produto
também foi diferente em relacdo a do grupo PrTX-I, nos momentos 30 e 45 minutos
(Fig. 5). Tal achado sugere que, nesta proporcéo, a interagdo com o &cido caféico
acelerou a paralisia induzida pela PrTX-I.

O tempo médio para o produto da incubacéo entre PrTX-1 e acido caféico (1:5)
reduzir a amplitude das contragdes em 50% (T%2) foi de 23,3 + 2,9 minutos (N = 3),
havendo diferenca significativa com o grupo PrTX-1 (34,0 £ 2,4 minutos, N = 6, P <
0,05).

O acido caféico, administrado isoladamente na concentracdo de 68,5 ug/mL, néo
alterou a amplitude das contracGes evocadas indiretamente em relacdo ao grupo

Controle (Fig. 5).
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Fig. 5 - Efeito da PrTX-I, do acido caféico e do produto de interagdo entre ambos (1:5, peso/peso) sobre o decurso temporal da
amplitude das contracdes musculares evocadas indiretamente. Dados apresentados como média + EPM. * Momento a partir do qual
ocorreu diferenca significativa entre os grupos PrTX-1 e Controle e entre os grupos PrTX-1 + Ac. Caféico 1:5 e Controle (P < 0,05).

** Momentos nos quais ocorreram diferencas significativas entre os grupos PrTX-1 e PrTX-I + Ac. Caféico 1:5 (P < 0,05).
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1.4.  Influéncia do &cido aristoléquico sobre o efeito da PrTX-I em preparacoes

frénico-diafragma de camundongo

O produto de pré-incubacédo da PrTX-I com o acido aristoléquico na propor¢édo
1:1 (peso/peso) promoveu a paralisia das contragdes musculares evocadas indiretamente
em relacdo ao grupo Controle (Fig. 6). O tempo medio para este produto reduzir a
amplitude das contragdes em 50% (T%2) foi de 25,5 = 7,5 minutos (N = 3), ndo havendo
diferenca significativa em relagdo ao grupo PrTX-I (34,0 = 2,4 minutos, N = 6, P >
0,05).

O écido aristoloquico, administrado isoladamente na concentragdo de 13,7
ug/mL, ndo alterou a amplitude das contraces evocadas indiretamente em relagdo ao

grupo Controle (Fig. 6).

Fig. 6 - Efeito da PrTX-I, do acido aristoléquico e do produto de interagdo entre ambos (1:1, peso/peso) sobre o decurso temporal da
amplitude das contragcdes musculares evocadas indiretamente. Dados apresentados como média + EPM. * Momento a partir do qual
ocorreu diferenga significativa entre os grupos PrTX-I e Controle e entre os grupos PrTX-l + Ac. Aristoloquico 1:1 e Controle (P <

0,05).

23



Resultados

O produto de pré-incubagédo da PrTX-I com o &cido aristoléquico na proporgéo
1:5 (peso/peso) promoveu a paralisia das contragdes musculares evocadas indiretamente
em relacdo ao grupo Controle (Fig. 7). A paralisia muscular induzida por este produto
também foi diferente em relagdo a do grupo PrTX-I entre 30 e 60 minutos (Fig. 7).

O tempo médio para o produto da incubacgéo entre PrTX-1 e acido aristoléquico
(2:5) reduzir a amplitude das contragdes em 50% (T%2) foi de 20,9 + 3,9 minutos (N =
3), havendo diferenga significativa com o grupo PrTX-I (34,0 £ 2,4 minutos, N =6, P <
0,05).

O écido aristoloquico, administrado isoladamente na concentracdo de 68,5
ug/mL, proporcionou um efeito facilitador das contracfes que se tornou significativo
em relacdo ao grupo Controle a partir dos 30 minutos (Fig. 7). Considerando o desgaste
natural da preparacdo frénico-diafragma ao final do protocolo experimental, o acido

aristoloquico promoveu facilitacdo de 31,9%.
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Fig. 7 - Efeito da PrT X-I, do acido aristoléquico e do produto de interagdo entre ambos (1:5, peso/peso) sobre o decurso temporal da

amplitude das contragcdes musculares evocadas indiretamente. Dados apresentados como média + EPM. * Momento a partir do qual

ocorreu diferenga significativa entre os grupos PrTX-I e Controle e entre os grupos PrTX-l + Ac. Aristoloquico 1:5 e Controle (P <

0,05). ** Momentos nos quais ocorreram diferencas significativas entre os grupos PrTX-I e PrTX-I + Ac. Aristoloquico 1:5 (P <

0,01). *** Momento a partir do qual ocorreu diferenca significativa entre os grupos Controle e Ac. Aristoloquico 68,5 ug/mL (P <

0,05).
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2. Estudos Morfolégico e Morfométrico

2.1. Microscopia optica

As Figuras 8, 9 e 10 expdem imagens dos musculos diafragma de camundongos
obtidas por microscopia 6ptica. Observa-se que os grupos Controle, Ac. Rosmarinico e
PrTX-l + Ac. Rosmarinico 1:1 (Fig. 8A, 8C e 8D) apresentaram a maioria das fibras
com aspecto normal (fibras poligonais), sarcoplasma acidofilo e nucleo periférico. As
fibras musculares estavam delimitadas por uma delicada camada de tecido conjuntivo
(endomisio). O grupo PrTX-I (Fig. 8B) apresentou alteragdes como fibras arredondadas,
edema entre as fibras, areas do sarcoplasma desprovidas de miofibrilas e nacleo central.
Foi observado que as fibras dos grupos Ac. Caféico 6,85 pg/mL, 13,7 pg/mL e 68,5
ug/mL (Fig. 9C, 9E e 9G) apresentaram caracteristicas semelhantes as do grupo
Controle (Fig. 9A). Contudo, os grupos PrTX-1 + Ac. Caféico 1:%, 1:1 e 1:5 (Fig. 9D,
9F e 9H) apresentaram determinadas regides com lesbes nas fibras, cujos aspectos
foram similares aos observados no grupo PrTX-1 (Fig. 9B). A grande maioria das fibras
musculares dos grupos Ac. Aristoloquico 13,7 pg/mL e 68,5 pg/mL (Fig. 10C e 10E)
apresentou caracteristicas semelhantes as do grupo Controle (Fig. 10A), embora
algumas lesBes pudessem ser observadas. Por outro lado, os grupos PrTX-l + Ac.
Aristoloquico 1:1 e 1:5 (Fig. 10D e 10F) apresentaram lesdes nas fibras, assemelhando-

se ao aspecto observado no grupo PrTX-I (Fig. 10B).
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Fig. 8 - Microscopia Optica de musculo diafragma de camundongo submetido a

coloragdo por hematoxilina e eosina (HE).

Grupos:

Controle (A), PrTX-I (B), Ac. Rosmarinico (C) e PrTX-I + Ac. Rosmarinico 1:1 (D).

Marcacoes:
Fibras poligonais (F), endomisio (EN), fibras arredondadas (FA), perda de

miofilamentos (PM) e edema (ED).

Escala:

1cm=10 um
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Fig. 9 - Microscopia Optica de musculo diafragma de camundongo submetido a

coloragdo por hematoxilina e eosina (HE).

Grupos:
Controle (A), PrTX-1 (B), Ac. Caféico 6,85 pg/mL, 13,7 pg/mL e 68,5 ug/mL (C, E e

G) e PrTX-I + Ac. Caféico 1:%, 1:1 e 1:5 (D, F e H).

Marcagdes:
Fibras poligonais (F), endomisio (EN), fibras arredondadas (FA), perda de

miofilamentos (PM) e edema (ED).

Escala:

1cm=10 um
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Fig. 10 - Microscopia Optica de musculo diafragma de camundongo submetido a

coloragdo por hematoxilina e eosina (HE).

Grupos:
Controle (A), PrTX-I (B), Ac. Aristoloquico 13,7 pg/mL e 68,5 pg/mL (C e E) e PrTX-I

+ Ac. Aristoloquico 1:1 e 1:5 (D e F).

Marcacdes:
Fibras poligonais (F), endomisio (EN), fibras arredondadas (FA), perda de

miofilamentos (PM) e edema (ED).

Escala:

1cm=10 um



Resultados
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2.2.  Indice de lesdo muscular

As Figuras 11, 12 e 13 apresentam o indice de lesdo muscular, calculado a partir
das imagens obtidas por microscopia éptica. Nessas imagens, podemos observar que 0
grupo PrTX-1 apresentou indice de lesdo muscular significativamente maior em relagdo
ao grupo Controle e aos grupos dos compostos vegetais administrados isoladamente (P
<0,001).

Na Figura 11, foi observado que os grupos Controle e Ac. Rosmarinico 13,7
ug/mL apresentaram baixo indice de lesdo muscular (cerca de 1%), ndo havendo
diferenca significativa entre ambos. A pré-incubacdo com o acido rosmarinico reduziu
de forma significativa a miotoxicidade da PrTX-I (P < 0,001). Desse modo, a protecdo

conferida pelo &cido rosmarinico ao efeito miotdxico da PrTX-I foi de 78,7%.

Fig. 11 - Efeito do &cido rosmarinico sobre o indice de lesio muscular induzido pela PrTX-1. Dados apresentados como média +
EPM. * Diferenca significativa entre os grupos PrTX-I e Controle (P < 0,001). ** Diferenca significativa entre os grupos PrTX-I e

PrTX-1 + Ac. Rosmarinico 1:1 (P < 0,001).

30



Resultados

Observa-se na Figura 12 que os grupos Ac. Caféico 6,85 pg/mL, 13,7 ug/mL e
68,5 ug/mL apresentaram baixos indices de lesdo muscular, que nao foram
significativos em relacdo ao do grupo Controle. Os produtos de incubacéo entre PrTX-I
e acido caféico (1:%, 1:1 e 1:5) reduziram de forma significativa o indice de lesdo da
PrTX-1. Desse modo, o acido caféico promoveu, respectivamente, protecdo de 54,1%,

38,0% e 65,0% ao efeito da toxina.

Fig. 12 - Efeito do acido caféico sobre o Indice de lesio muscular induzido pela PrTX-I. Dados apresentados como média = EPM. *
Diferenca significativa entre os grupos PrTX-l e Controle (P < 0,001). ** Diferenca significativa do grupo PrTX-I com o0s grupos
PrTX-1 + Ac. Caféico 1:% (P < 0,001), 1:1 (P < 0,01) e 1:5 (P < 0,001). + Diferenca significativa entre os grupos PrTX-I + Ac.

Caféico 1:1 e 1:5 (P < 0,05).
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Como ilustrado na Figura 13, a pré-incubacdo com &cido aristoloquico na
proporcao de 1:1 reduziu significativamente o dano muscular promovido pela PrTX-I e,
isoladamente, este composto (13,7 ug/mL) ndo apresentou indice de lesdo muscular
significativo em relacdo ao do grupo Controle. Assim, nesta proporcdo, o acido
aristoloquico protegeu em 43% o efeito miotdxico da PrTX-l. Entretanto, a pré-
incubagdo da toxina com este acido na proporcdo de 1:5 ndo resultou em alteragédo
significativa do indice de lesdo em relacdo ao grupo PrTX-I. Observou-se também que,
isoladamente, o acido aristoloquico (68,5 pg/mL) induziu lesdo muscular significativa

em relacdo ao grupo Controle.

Fig. 13 - Efeito do 4cido aristoléquico sobre o indice de lesdo muscular induzido pela PrTX-I. Dados apresentados como média +
EPM. * Diferenca significativa entre os grupos PrTX-I e Controle (P < 0,001). ** Diferenca significativa entre os grupos PrTX-I e
PrTX-1 + Ac. Aristoloquico 1:1 (P < 0,001). *** Diferenca significativa entre os grupos Ac. Rosmarinico 68,5 pg/mL e Controle (P

<0,05).
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2.3.  Microscopia eletronica

A analise ultraestrutural dos musculos do grupo Controle revelou a presenca de
fibras com aspecto normal, com miofibrilas organizadas em sarcomeros, preenchendo o
sarcoplasma, e mitocondrias com cristas lamelares, localizadas nas regides
subsarcolemal e intermiofibrilar (Fig. 14A-B). Os mudsculos submetidos a a¢ao do acido
rosmarinico apresentaram a maioria das fibras com padrdo semelhante ao do grupo
Controle. Apos a incubacdo dos musculos com a PrTX-I, as alteragdes nas fibras
musculares foram evidentes (Fig. 14C-D). Observou-se miofibrilas desorganizadas,
aléem da presenca de inumeras areas sem miofilamentos, principalmente na regido
periférica. As mitocondrias mostraram-se edemaciadas, com dilatacdo, ruptura ou
aumento na eletrondensidade das cristas. Foram observadas a presenca de fibras sem
miofibrilas, envoltas pela lamina basal. Nos musculos submetidos a agdo do produto da
pré-incubacdo da PrTX-1 com o &cido rosmarinico, a analise ultraestrutural mostrou a

maioria das fibras com sarcolema, miofibrilas e organelas preservadas (Fig. 14E-F).
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Fig. 14 - Microscopia eletronica do musculo diafragma de camundongo.

Grupos:

Controle (A e B), PrTX-I (C e D) e PrTX-1 + Ac. Rosmarinico 1:1 (E e F).

Marcacoes:
Membrana plasméatica (MP), miofibrilas (MI), mitocondrias (M), miofibrilas
desorganizadas (MD), areas sem miofibrilas (SM), mitocondrias edemaciadas ou com

ruptura das cristas (ME).
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3. Estudo Cristalografico

3.1. Cristalizacdo da PrTX-1 com o &cido rosmarinico

A Figura 15 mostra uma densidade eletr6nica correspondente ao &cido
rosmarinico na entrada de um dos canais hidrofébicos do complexo PrTX-I/Acido
rosmarinico. Em adicéo, nesse complexo ha a interacdo de uma molécula de PEG 4000
e de oito moléculas de isopropanol (presentes na condicdo de cristalizacdo do
complexo) no outro monémero da toxina. O &cido rosmarinico estabelece ligacGes de
hidrogénio com os residuos Phe3, Lys7, Leul0O, GInll e Gly1l5 do monémero A (Fig.
16) e interage com os residuos Leu2, Arg72 e Trp77 do mesmo mondmero através de

moléculas de agua.

Fig. 15 - Modelo cristalografico para o complexo PrTX-l/Acido rosmarinico. (A) Conformagio dimérica do complexo. (B)
Distribuicdo da carga de superficie para 0 modelo cristalografico do complexo demonstrando o acido rosmarinico obstruindo a

entrada do canal hidrofébico da PrTX-I.
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Fig. 16 - Interacdes entre &tomos do &cido rosmarinico e da PrTX-1. Residuos cujos contatos sdo estabelecidos através de moléculas

de 4gua nédo sdo demonstrados.
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3.2.  Cristalizacdo da PrTX-I com o acido caféico

Nas regides N-terminal e C-terminal do complexo PrTX-I/Acido caféico foram
observadas densidades eletrénicas correspondentes a trés moléculas de acido caféico
(Fig. 17A). Em adicéo, nesse complexo ha a interagéo de trés moléculas de PEG 4000
com a toxina, uma em cada canal hidrofobico e outra na regido da Lys7. Uma molécula
de acido caféico estabelece ligacdes de hidrogénio com os residuos Lys20 e Arg118 do
mondmero A. Uma segunda molécula desse composto estabelece ligacdes de hidrogénio
com os residuos de Lys15, Lys20, Lys115, Argll8 do mondmero B. Uma terceira
molécula de acido caféico interage com o residuo Leul2l do monémero A e com a

outra molécula do composto que esta interagindo com o mondmero B (Fig. 17A).
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Leu121(A)

Fig. 17 - (A) Estrutura cristalografica da PrTX-l (em verde) complexada com o 4cido caféico (em amarelo, contornado por suas
densidades eletronicas). (B) Interacdo da molécula do acido caféico com residuos no monémero A da estrutura do complexo PrTX-
1/Acido caféico. (C) Interagio das moléculas do &cido caféico com residuos no monémero B da estrutura do complexo PrTX-
1/Acido caféico. Nota-se que as moléculas presentes na regido C-terminal e N-terminal deste mondémero também interagem com um

residuo do C-terminal do monémero A. Distancia aferida apresentada em A. Figura gerada pelo programa PyMOL (DelLano, 2002).
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3.3. Cristalizacdo da PrTX-I com o acido aristoloquico

A Figura 18A revela uma densidade eletronica correspondente a molécula de
acido aristoloquico exposta ao solvente em uma regido intermediaria entre as cadeias N-
terminal e C-terminal do complexo PrTX-1/Acido aristoléquico. Em adicdo, nesse
complexo ha a interacdo de uma molécula de PEG 4000, 2 de propanol e 1 de sulfato
(presentes na condicdo de cristalizagdo do complexo) com a toxina. A molécula de
acido aristoloquico estabelece ligacGes de hidrogénio com o residuo Leul2l do

mondmero A e com os residuos Leul0 e GInll do monémero B (Fig. 18B).

Gin11(B)

Leu121(A)

Fig. 18 - (A) Estrutura cristalografica da PrTX-I (em verde) complexada com &cido aristoléquico (em amarelo, contornado por sua
densidade eletronica). (B) Interacdo da molécula de acido aristoloquico com residuos da PrTX-I no complexo PrTX-l1/Acido

aristoléquico. Distancia aferida apresentada em A. Figura gerada pelo programa PyMOL (DeLano, 2002).
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As PLA;s sd@o o0s componentes mais abundantes dos venenos ofidicos e
apresentam uma ampla variedade de atividades bioldgicas (Rosenberg, 1990; Kini,
2003; Lomonte et al., 2003). Entre essas proteinas, destacam-se as Lys49-PLA;s
homoblogas dos venenos botrépicos que, apesar de serem destituidas de atividade
enzimatica, induzem um quadro severo de mionecrose local. Tal efeito ndo é
neutralizado pela soroterapia e, nos acidentes mais graves, podem levar a amputacdo do
membro afetado (Rosenfeld, 1971; Gutiérrez & Lomonte, 1995; Soares & Giglio, 2003;
Gutiérrez et al., 2008). Assim, um grande numero de investigacdes vem sendo realizado
na expectativa de esclarecer os mecanismos de acédo e a relacdo estrutura/atividade das
PLA, miotoxicas encontradas nos venenos ofidicos, visando o desenvolvimento de
novas estratégias para o tratamento destes acidentes (Homsi-Brandeburgo et al., 1988;
Heluany et al., 1992; Gutiérrez & Lomonte, 1995; Rodrigues-Simioni et al., 1995;
Ownby et al., 1999; Chioato et al., 2002; Ward et al., 2002). Neste sentido, no presente
estudo, avaliou-se a influéncia de compostos de origem vegetal sobre os efeitos
miotoxico e paralisante induzidos pela PrTX-I, uma Lys49-PLA; do veneno da
Bothrops pirajai, em preparacdo neuromuscular de camundongos. Paralelamente,
investigaram-se os sitios estruturais da toxina envolvidos na interagdo com esses
COmpostos.

A PrTX-1 € uma Lys49-PLA; bésica (pl em torno de 8,3) com massa molecular
de 13.825 Da (Toyama et al., 1998). Essa PLA; possui 121 residuos de amino&cidos,
cuja sequiéncia apresenta semelhanca de aproximadamente 95% com as demais Lys49-
PLA,s botrdpicas (Toyama et al., 1998). A comparacdo dessa sequiéncia de residuos é
baseada no modelo de numeracdo de uma PLA, pancredtica de bovinos (Dufton &
Hider, 1983; Renetseder et al., 1985; Arni & Ward, 1996). A estrutura terciaria dessas

proteinas (Fig. 19) é caracterizada por uma regido N-terminal, representada pela
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primeira o-hélice (H1), cujos residuos formam o canal hidrofébico da toxina.
Posteriormente, ha uma hélice curta (short helix) acompanhada de uma regido
conservada denominada loop de ligacdo de Ca®*, embora tal ligagdo ndo ocorra nas
Lys49-PLA,s. Em seguida, ha a segunda a-hélice (H2) vinculada a duas fitas
antiparalelas (B-sheet ou B-wing). Estas fitas estdo acopladas a terceira a-hélice (H3),
sequida finalmente pela regido (loop) C-terminal (Arni & Ward, 1996; Ward et al.,
1998). Além disso, do mesmo modo que outras Lys49-PLA,s botrépicas, a PrTX-I
apresenta-se na forma dimérica (da Silva-Giotto et al., 1998; Arni et al., 1999; dos
Santos et al., 2009), provavelmente em decorréncia das interacdes entre os residuos das

regides N-terminal e B-wing dos monémeros (Arni et al., 1995; Arni & Ward, 1996).

W Helix 2

N-terminal

-

Short Helix

Fig. 19 - Estrutura de um mondmero de Lys49-PLA2 e seus componentes. Figura desenvolvida por Carlos Alexandre Henrique

Fernandes através do programa PyMOL (DeLano, 2002).
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As Lys49-PLA,s possuem um amplo espectro de atividades bioldgicas, tais
como miotoxica, edematogénica e bactericida (Toyama et al., 1998; Soares et al., 2001;
Cavalcante et al., 2007). Embora sejam miotoxinas ndo-neurotoxicas (Lomonte et al.,
2003, Montecucco et al., 2008), varias Lys49-PLA;s induzem bloqueio neuromuscular
em preparacOes isoladas de diferentes espécies (Rodrigues-Simioni et al., 1983;
Heluany et al., 1992, Cavalcante et al., 2007; Gallacci et al., 2006). Em concordancia
com esses achados, observou-se, no presente estudo, que a PrTX-1 induziu decréscimo
da amplitude das contracdes diretas (= 83%) e indiretas (= 89%) na preparacgéo frénico-
diafragma de camundongos. Tais efeitos foram acompanhados de lesdes em
aproximadamente 35% das fibras musculares. O paralelismo no estabelecimento dos
efeitos miotoxico e paralisante in vitro da PrTX-I, observado neste trabalho, foi
previamente descrito para esta e outras Lys49-PLAs (Soares et al., 2000*": de Oliveira
et al., 2003; Gallacci et al., 2006; Stabile et al., 2006; Cavalcante et al., 2007;
Randazzo-Moura et al., 2008).

Embora o mecanismo de acdo das Lys49-PLA;s ndo esteja totalmente elucidado,
sugere-se que os efeitos miotoxico e paralisante sejam decorrentes da capacidade dessas
toxinas em desestabilizar membranas (Gallacci & Cavalcante, 2010). Diversos estudos
apontam o sarcolema como o local inicial de acdo das Lys49-PLAys (Gutiérrez &
Lomonte, 1995; Ownby et al.,, 1999). De acordo com esta hipdtese, ocorreria
inicialmente uma interagé@o eletrostatica entre os sitios catidnicos das toxinas e regides
do sarcolema carregadas negativamente (Mebs & Ownby, 1990; Diaz et al., 1991;
Rufini et al., 1992; Johnson & Ownby, 1993), com o envolvimento dos residuos de
aminodcidos basicos da regido C-terminal (Lomonte et al., 1994% Nufiez et al., 2001;
Chioato et al., 2002; Lomonte et al., 2003) e dos residuos da a-hélice da regido N-

terminal (Diaz et al., 1994; Kato et al., 1994). Em seguida, as Lys49-PLA,s penetrariam
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na bicamada lipidica do sarcolema por interacdo hidrofébica, mediada por uma regido
citolitica da toxina (Lomonte et al., 1994% 1999, 2003). Devido a grande flexibilidade
entre seus mondmeros, essas toxinas sofrem alteracbes conformacionais em sua
estrutura quaternaria (da Silva Giotto et al., 1998; Magro et al., 2003). Assim, apos a
interacdo entre a miotoxina e a fibra muscular, essas alteragdes conformacionais da
toxina promoveriam a desorganizacdo da bicamada lipidica do sarcolema,
desestabilizando-a e induzindo seu rompimento.

A desestabilizagdo da membrana celular resulta, inicialmente, na perda da
regulacdo da permeabilidade a ions e macromoléculas (Rodrigues-Simioni et al., 1983;
Gutiérrez & Lomonte, 1995; Ownby et al., 1999). Desse modo, ocorre despolarizacao
celular, provavelmente, em virtude do re-equilibrio dos ions Na*, K* e CI" (Rodrigues-
Simioni et al.,, 1983; Montecucco et al., 2008; Gallacci & Cavalcante, 2010). A
perturbacdo da membrana promove também o influxo de Ca®* extracelular para o
interior da fibra muscular (Gutiérrez & Ownby, 2003; Villalobos et al., 2007). Ainda, a
despolarizacéo, desencadeada pelo influxo de Na*, pode influenciar a liberacio de Ca*
das reservas intracelulares (Johnson & Ownby, 1994). Assim, o aumento da
concentracdo de Ca®* sarcoplasmatico gera uma série de eventos, tais como contratura
muscular (Rodrigues-Simioni et al., 1983; Heluany et al., 1992), hipercontracdo de
miofilamentos, danos mitocondriais e ativacdo de proteases e fosfolipases dependentes
de Ca** (Gutiérrez & Lomonte, 1995; Ownby et al., 1999), que ampliam o processo de
lesdo muscular (Gutiérrez & Ownby, 2003; Montecucco et al., 2008). Recentemente,
Cintra-Francischinelli e colaboradores (2010) demonstraram a participacdo do ATP na
mionecrose induzida pelas Lys49-PLAgs. Assim, sugeriu-se que o ATP, liberado pelo
sarcolema lesado, se difunde para locais distantes e ativa receptores purinérgicos Pox na

fibra muscular, aumentando a condutancia para os fons K*, Na* e Ca®* (Burnstock,
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2007; Di Virgilio, 2007; Abbracchio et al., 2009; Cintra-Francischinelli et al., 2010). O
fluxo destes ions, conforme discutido anteriormente, causa despolarizacdo e amplifica o
processo de lesdo muscular em regides afastadas do ponto de interacdo da toxina com o
sarcolema.

A analise dos dados disponiveis na literatura levou a hipdtese de que a
desestabilizacdo de membrana, promovida pelas Lys49-PLA,s, desempenharia tambem
um papel crucial no estabelecimento da paralisia muscular in vitro (Gallacci &
Cavalcante, 2010). Vale ressaltar que o processo de transmissdo neuromuscular envolve
uma serie de eventos elétricos e quimicos que resultam na contracdo muscular, como
ilustrado na Figura 20. Brevemente, a despolarizacdo da terminacdo nervosa motora,
pelo potencial de ag&o, promove a abertura de canais de Ca®* voltagem-dependentes e o
influxo deste fon para o meio intracelular. A concentracio elevada do Ca®'
citoplasmatico causa a liberagdo exocitotica de acetilcolina. Este mediador se difunde
pela fenda sinaptica, interagindo com receptores nicotinicos presentes na regido da placa
motora da fibra muscular. Como consequiéncia, € gerada uma despolarizacdo desta
regido, denominada potencial de placa terminal. Este potencial se difunde, de forma
eletrotonica (passiva), para regides adjacentes a placa motora (extra-juncional). A
ativacdo de canais de Na" voltagem-dependentes nestas regides deflagra o potencial de
acéo muscular, que varre a fibra liberando fon Ca®* do reticulo sarcoplasmatico e, assim,
inicia o processo de contragdo muscular. Como discutido anteriormente, o sarcolema é
incapaz de realizar a regulacdo i6nica normalmente na vigéncia das Lys49-PLA;s (Fig.
21). Deste modo, foi proposto que o influxo de Na* para o meio intracelular implicaria
na despolarizacdo persistente da fibra muscular e inativacio dos canais de Na*
voltagem-dependentes (Gallacci & Cavalcante, 2010). Consequentemente, seriam

criadas areas de inexcitabilidade no sarcolema, que se tornaria incapaz de gerar e
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propagar os potenciais de agdo necessarios a contragédo da fibra (Gallacci & Cavalcante,
2010). O efluxo de K* da fibra muscular poderia promover a despolarizagdo persistente
da terminacdo nervosa motora e, conseqientemente, reduzir a liberacdo de acetilcolina,
uma vez que os potenciais de acdo gerados nestas condicGes sdo menores que o normal
(Bowman & Rand, 1980; Gallacci & Cavalcante, 2010). Além disso, 0 ATP liberado
pela fibra muscular lesada (Cintra-Francischinelli et al., 2010) poderia ativar receptores
purinérgicos do tipo inibitdrio A;, presentes na terminacao nervosa (Correia de Sa et al.,
1996) e, desta forma, contribuir para a reducdo da liberacdo de neurotransmissor.
Portanto, é concebivel que a desestabilizacdo do sarcolema, promovida pelas Lys49-

PLA;s, determine paralisia muscular in vitro por mecanismos p0s- e/ou pré-sinapticos.
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Fig. 20 - Processo de transmissdo neuromuscular (adaptado de Gallacci & Cavalcante, 2010). (1) Incidéncia do impulso nervoso na

terminacédo nervosa. (2) Abertura dos canais de calcio voltagem-dependentes e influxo do ion para o citoplasma. (3) Exocitose da

acetilcolina na fenda sinaptica. (4) Interagdo da acetilcolina com o receptor nicotinico, fluxo idnico através do canal do receptor e

geracdo do potencial de placa terminal (PPT). (5) Propagacdo passiva do PPT as regides adjacentes. (6) Ativacdo dos canais de

sodio voltagem-dependentes. (7) Geragdo do potencial de acdo no sarcolema. (8) Liberagdo de fon calcio do reticulo

sarcoplasmatico.
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Fig. 21 - Transmissdo neuromuscular na vigéncia das Lys49-PLA2s (adaptado de Gallacci & Cavalcante, 2010). (1) Interacdo da
toxina com a membrana e subsequiente desestabilizagdo estrutural. (2) Colapso dos gradientes idnicos e despolarizagdo do sarcolema
e da terminagdo nervosa, devido ao re-equilibrio dos gradientes de sodio e potassio. (3) Inativagdo dos canais de sédio voltagem-
dependentes e criagdo de areas de inexcitabilidade elétrica. (4) Incidéncia do impulso nervoso na terminacdo despolarizada. (5) ATP
liberado da fibra interage com os receptores inibitorios A1. (6) Eventos 4 e 5 levam a diminuicédo da liberacdo de acetilcolina. (7)
Diminuicdo do potencial de placa (PPT). (8) ATP liberado da fibra interage com receptores P2x. (9) Aumento da concentragdo
citoplasmatica de calcio pelo evento 8 e pelo influxo desse fon pelo sarcolema lesado, com conseqiente ampliacdo da lesdo

muscular.

Embora apresente efeito neurotoxico in vitro, as Lys49-PLA,s ndo manifestam
tal efeito in vivo (Gutiérrez & Lomonte, 1995). Além disso, essas toxinas promovem
mionecrose local intensa, porém ndo sdo capazes de fazé-lo em niveis sistémicos
(Gutiérrez & Lomonte, 1995). Isso pode decorrer da interag@o inespecifica das Lys49-
PLA;s a diferentes tecidos (Bultron et al., 1993; Lomonte et al., 1994°, 1999°), que
impediriam o direcionamento dessas toxinas a outros sitios farmacoldgicos relevantes,
tais como células musculares distantes ou terminagdes nervosas (Ponce-Soto et al.,

2007). Assim, no presente estudo, foi possivel observar neurotoxicidade, pois se

46



Discussao

administrou a toxina diretamente na preparacdo neuromuscular de camundongos,
prevenindo a orientacdo da mesma para outros sitios de acéo.

No intuito de desafiar a possivel relacdo entre os efeitos miotoxico e paralisante
in vitro das Lys49-PLA;s, avaliou-se a interacdo de um exemplar dessas proteinas
(PrTX-1) com potenciais antagonistas quimicos, estratégia utilizada com éxito para
investigar o mecanismo de agdo e a relacdo estrutura/atividade dessas proteinas em
diversos estudos (Melo & Suarez-Kurtz, 1988; Melo et al., 1993; Lomonte et al.,
1994%": Gutiérrez & Lomonte, 1995; Melo & Ownby, 1999; Calil-Elias et al., 2002).
Para tanto, testou-se a capacidade do acido rosmarinico, &cido caféico e é&cido
aristoloquico em neutralizar a paralisia muscular e a miotoxicidade, ambos in vitro.

O é&cido rosmarinico € um composto polifendlico encontrado em varias espécies
de plantas das familias Boraginaceae e Lamiaceae (Petersen & Simmonds, 2003).
Diversas propriedades biologicas tém sido descritas para este composto, inclusive a
capacidade de neutralizar os efeitos inflamatorio, miotoxico e hemorragico de diferentes
venenos ofidicos e de suas toxinas isoladas (Ticli et al., 2005; Aung et al., 2010, 2011).

Observou-se, no presente estudo, que o &cido rosmarinico reduziu em cerca de
94% o bloqueio das contracdes indiretas promovido pela PrTX-I e inibiu em torno de
79% as lesdes musculares causadas por essa toxina. Embora este composto apresente
atividade anticolinesterasica (Orhan et al., 2008; Falé et al., 2009), a inibicdo da
paralisia muscular provavelmente ndo esta relacionada a esta agédo, pois a concentracéo
utilizada neste estudo € inferior as descritas na literatura para esta atividade (Orhan et
al., 2008; Falé et al., 2009). O fato do acido rosmarinico, administrado isoladamente,
ndo proporcionar alteracdes significativas na amplitude das contragfes musculares
corrobora tal suposi¢do. Em adicéo, estudos de eletroforese excluem a possibilidade de

degradacéo proteolitica da toxina pelo composto (Ticli et al., 2005).
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Em busca de um melhor entendimento sobre os mecanismos envolvidos na
inibicdo da PrTX-I pelo acido rosmarinico, foram realizados estudos de cristalografia
em colaboracdo com o Laboratorio de Biologia Molecular e Estrutural deste Instituto.
Segundo dos Santos e colaboradores (2009), o mecanismo da atividade
desestabilizadora de membranas promovida pelas Lys49-PLA;s, ou pelos seus
complexos com inibidores, ocorre em duas etapas. Inicialmente, haveria a interacdo dos
residuos de Lys20, Lys115 e Arg118 da PLA, com as regides polares dos fosfolipidios
da membrana plasmatica. Em seguida, ocorreria um rearranjo na forma quaternaria da
toxina permitindo que a cadeia longa dos fosfolipidios da membrana fosse inserida no
canal hidrofébico da PLA,. A estrutura cristalografica do complexo PrTX-I/acido
rosmarinico mostra a toxina disposta na forma dimérica, com o acido rosmarinico
interagindo com a PrTX-1 na entrada do canal hidrofobico de um mondmero e na regiao
C-terminal do outro monémero. Tais observacdes sugerem uma relacdo estrita entre
esses sitios das Lys49-PLAs e, aliadas ao mecanismo proposto por dos Santos (2009),
evidencia como a disposi¢do quaternaria dos monémeros contribui para a atividade
dessas toxinas. Em adicao, os dados de cristalografia indicam que o bloqueio fisico da
entrada do canal hidrofobico da PrTX-I, pelo acido rosmarinico, também contribui na
prevencao dos efeitos miotdxico e paralisante in vitro desta toxina.

Do mesmo modo que o acido rosmarinico, o &cido caféico € um composto
derivado do acido cindmico (Mors et al., 2000) e é um dos dois fenilpropandides
constituintes do &cido rosmarinico (Aung et al., 2011). Diversas atividades biol6gicas
foram descritas para o acido caféico, como a capacidade em neutralizar a atividade
hemorragica (Aung et al., 2011) ou até mesmo como antidoto para venenos ofidicos
(Agoro, 1978). Além disso, sabe-se que este composto pode apresentar ligacGes fortes

com proteinas através de interacbes hidrofébicas e pontes de hidrogénio com
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subsequente alteracdo conformacional das mesmas (Mors et al., 2000; Lans et al.,
2001).

Apesar das evidéncias da acdo antiofidica, o &cido caféico ndo se mostrou capaz
de neutralizar o bloqueio neuromuscular promovido pela PrTX-1 no presente estudo. No
entanto, as lesdes musculares induzidas pela PrTX-I foram parcialmente neutralizadas
por este composto (em torno de 55%, 40% e 65%, respectivamente as proporcoes 1:%%,
1:1 e 1:5, peso/peso). Shimabuku e colaboradores (2011) realizaram a co-cristalizagao
da PrTX-I com o &cido caféico. A analise preliminar dessa estrutura mostrou que trés
moléculas de acido caféico interagem com a PrTX-I, sendo que uma das moléculas
estabelece ligacdes de hidrogénio com os residuos Lys20 e Arg118 do monémero A;
uma segunda molécula estabelece ligacdes de hidrogénio com os residuos de Lys15,
Lys20, Lys115 e Argl18 do mondmero B; e uma terceira molécula interage com o
residuo Leul21 do mondmero A e com a segunda molécula do acido caféico que esta
interagindo com o mondémero B (Fig. 17C). Como ilustrado nesta figura, 0s
aminoacidos que interagem com as moléculas de &cido caféico encontram-se nas
porcdes N-terminal e C-terminal da proteina, sobretudo com os aminoacidos Lys20,
Lys115, Argll8 apontados como 0s constituintes de um sitio das Lys49-PLAs de
serpentes botropicas, denominado “sitio miotdxico” por dos Santos e colaboradores
(2009). No entanto, ressalva-se que este sitio estd relacionado a atividade
desestabilizadora de membrana destas proteinas e, conseqlientemente, a todos os efeitos
decorrentes desta acdo e ndo apenas ao efeito miotdxico. A analise da Figura 17 revela
que em um dos mondmeros (mondmero B), ha duas moléculas de &cido caféico e uma
delas encontra-se no centro desse sitio, bloqueando o seu acesso. Além disso, as
hidroxilas do grupo catecol do &cido caféico, regido reativa desse composto (Scotti et

al., 2007; Jardini et al., 2010), realiza interacbes com dois residuos que compdem esse
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sitio (Lys20, Arg118). Entretanto, no outro mondmero (monémero A), ha apenas uma
molécula de acido caféico que ndo interage com a Lys115, ndo bloqueando totalmente o
acesso ao “sitio miotdxico”. Além disso, as hidroxilas do grupo catecol ndo interagem
com nenhum aminoacido nesse mondmero. A acessibilidade ao “sitio miotoxico” e a
auséncia de interacfes do grupo catecol do acido caféico em um dos mondmeros pode
explicar a inibicdo apenas parcial da miotoxicidade e sua ineficiéncia em neutralizar a
paralisia muscular. Por fim, a auséncia de um agente blogueador no canal hidrofébico
permitiria que uma cadeia longa de fosfolipidios de membrana entrasse no canal
hidrofobico, havendo um rearranjo de sua estrutura quartenéria de modo a expor o “sitio
miotoxico” a membrana do musculo.

Ao analisar em conjunto as consideracGes a respeito da influéncia do acido
rosmarinico e do &cido caféico sobre os efeitos da PrTX-I, bem como das estruturas
desta proteina em interacdo com estes compostos, pode-se inferir que o efeito
paralisante se mostrou mais susceptivel & atividade desestabilizadora de membrana do
que o efeito miotoxico. Em maior detalhamento, o acido rosmarinico interagiu com dois
sitios previamente descritos como inibidores da atividade das Lys49-PLAs, com
consequente neutralizacdo dos efeitos miotéxico e paralisante in vitro. Contudo, por
interagir com apenas um desses sitios (e de forma incompleta), o acido caféico ndo
inibiu eficientemente a desestabilizacdo de membrana. Deste modo, o &cido caféico
neutralizou parcialmente as lesdes musculares, sendo ineficaz a paralisia, evidenciando-
a como mais susceptivel a desestabilizacdo de membrana promovida pela PrTX-I.

O é&cido aristoloquico é um composto alcal6ide encontrado nas raizes das plantas
do género Aristolochia (Tsai et al., 1980; Martz, 1992; Mors et al., 2000). Foram
descritas algumas propriedades bioldgicas para este composto, como a habilidade em

neutralizar os efeitos hemolitico e edematogénico in vitro de venenos ofidicos e de suas

50



Discussao

PLA,s (Tsai et al., 1975, 1980, Vishwanath et al., 19872°, 1988), com excecdo de
algumas PLAs acidas (Vishwanath et al., 1987°). Todavia, no presente trabalho, a
analise da interacdo do acido aristoloquico com a PrTX-I foi comprometida pela
toxicidade deste composto sobre o musculo e a transmissdo neuromuscular in vitro.
Assim, quando pré-incubado com a toxina, na menor proporcao (1:1, peso/peso), este
composto ndo evitou a paralisia, porém inibiu parcialmente (em cerca de 40%) a lesdo
muscular. Isoladamente, em maior concentracdo (68,5 ug/mL), o acido aristoléquico
apresentou efeitos deletérios na preparagdo muscular e, paradoxalmente, promoveu
facilitacdo das contracbes musculares por um mecanismo desconhecido. A analise
preliminar da estrutura cristalografica da PrTX-1 complexada com o &cido aristoléquico
mostrou que uma molécula deste composto interage com a PrTX-I, através de ligacdes
de hidrogénio com o residuo Leul21 do monémero A e com os residuos Leul0 e Ginll
do mondémero B (Fig. 18B). Observa-se nesta figura que, apesar de interagir com um
residuo da porcéo C-terminal (Leul21), o acido aristoloquico ndo interage com nenhum
dos sitios de inibicdo de Lys49-PLA,s botrdpicas previamente descritos (Marchi-
Salvador et al., 2009): 1) canal hidrofobico (regido do “sitio ativo”) e Il) “sitio
miotdxico”. O significado da interacdo do &cido aristoloquico com a PrTX-I fica na
dependéncia de estudos funcionais, utilizando outras proporcoes deste composto, bem
como de estudos de co-cristalizagdo envolvendo outros ligantes capazes de interagir
com a proteina em sitios estruturais semelhantes.

Em suma, os resultados obtidos no presente estudo com a PrTX-1 e os inibidores
vegetais corroboram a hipétese de que os efeitos miotoxico e paralisante in vitro da
Lys49-PLA,s sejam decorrentes da atividade desestabilizadora de membrana induzida
por estas proteinas. Pode-se inferir também que residuos de aminoécidos presentes no

canal hidrofébico e na regido C-terminal das Lys49-PLA;s estdo envolvidos nestes

51



Discussao

efeitos. Ainda, a analise dos resultados sugere que o efeito paralisante in vitro é mais
susceptivel a despolarizacdao celular, conseqliente a desestabilizacdo de membrana, do
que o efeito miotdxico. Sendo assim, a avaliacdo dos efeitos das Lys49-PLA,s s sobre a
transmiss@o neuromuscular in vitro € uma abordagem experimental Gtil para o estudo da

atividade desestabilizadora de membrana destas proteinas.
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Os resultados deste estudo permitem concluir que:

= O &cido rosmarinico é um potencial agente neutralizador das Lys49-PLA,.

= O acido rosmarinico € uma importante ferramenta farmacologica para o estudo
da relacdo estrutura/atividade das Lys49-PLA,s e, em unido as informacdes
obtidas através do acido caféico, indicou o envolvimento do canal hidrofobico e
de uma porcdo da regido C-terminal (“sitio miotoxico”) nas atividades miotoxica
e blogueadora da transmissdo neuromuscular in vitro destas toxinas.

= O blogueio da transmissdo neuromuscular induzido pela PrTX-I decorre da
despolarizacdo da fibra muscular causada pela acdo desestabilizadora de
membrana desta toxina.

= O efeito paralisante muscular in vitro, em comparacdo ao efeito miotoxico, é

mais susceptivel a desestabilizacdo de membranas promovida pela PrTX-I.
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