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INTRODUCAO



Os acidentes ofidicos representam um sério probldmaSaude Publica,
principalmente em areas rurais de regides tropickigido a elevada freqiiéncia com
que ocorrem e a morbidade e mortalidade que ocasiqhippaux, 1998; Pinho &
Pereira, 2001).

No Brasil, a maioria dos acidentes ofidicos é cdager serpentes pertencentes
a familia Viperidae dos géner@othropse Crotalus (Campbell & Lamar, 1989; de
Oliveira et al., 2009). No periodo de 2000 a 20@¥arh registrados 192.703 acidentes
ofidicos no pais, sendo 87 % botropicos, com indedetalidade de 0,4 % 9 %
crotélicos, com mortalidade de 1,1 % (de Olivetralg 2009).

As acdes toxicas dos venenos ofidicos podem atdgios 6rgdos e sistemas,
quer de modo direto, quer indiretamente, através libderacdo de substancias
farmacologicamente ativas. Os venenos crotalicascamente ndo produzem reacdes
locais, 0 envenenamento é caracterizado por tiéslaates sistémicas de relevancia
clinica (Azevedo-Margues et al., 2009). A coagwamvidenciada por distlrbios da
coagulacédo devido ao consumo de fibrinogénio (Kati§ Sano-Martins, 1995); a
miotoxica sistémica que determina rabdomidlise gdizada, podendo evoluir para
insuficiéncia renal aguda (Azevedo-Marques et1882); e a neurotoxica periférica
caracterizada por paralisia flacida da musculaasguelética que, em casos graves,
pode ocasionar insuficiéncia respiratoria (Rosenféd71). Em contraste, os venenos
botrépicos ndo apresentam manifestacdes clinicagu®toxicidade, mas apresentam
sintomas locais proeminentes incluindo dor, edemmgnecrose e hemorragia
(Rosenfeld, 1971; Gutiérrez et al.,, 1989; Gutiér&zOwnby 2003; Kini, 2003;
Lomonte et al.,, 2003; Franca & Malaque, 2009). 8&servados também efeitos
sistémicos como: alteracbes cardiovasculares, iedpente hemorragias e choque
hipovolémico (Rosenfeld, 1971; Franca & MalaqueQ90 desordens da coagulacdo
sanguinea (Rosenfeld, 1971; Bolanos, 1982; Frangdagaque, 2009), e alteracdes
renais, como a necrose renal aguda (Amaral et385; Franca & Malaque, 2009).

Deve-se ressaltar que a mionecrose, promovida pelosnos botropicos, € um
efeito toxico local severo, podendo levar a peetadtial permanente, desabilitando o
acidentado (Gutiérrez & Lomonte 1995; Otero et 2002). A mionecrose € relevante
do ponto de vista clinico, tanto pela sintomat@ogpresentada no envenenamento,
quanto pela dificuldade em neutraliza-la "in vivaX. miotoxicidade dos venenos

botrépicos pode ser decorrente da isquemia dodetidscular causada por fatores



hemorrdgicos presentes nestes venenos, ou da gmedenmiotoxinas que afetam
diretamente o tecido muscular (Dos Santos et @21Gutiérrez & Ownby, 2003).

O método mais eficaz para o tratamento dos enaememios ofidicos ainda € a
soroterapia. Os principios da soroterapia, hojeadia em todo o mundo, sdo baseados
nos estudos pioneiros de Albert Calmette (Calm&&64 e Vital Brazil (Brazil, 1903;
1905). Os soros antiofidicos sdo produzidos em @isjrgeralmente cavalos, utilizando-
se 0 veneno bruto como imundogeno. A partir do samgsses animais € obtido o soro,
rico em imunoglobulinas capazes de neutralizaoxgads presentes nos venenos.

A eficacia dos soros antiofidicos, no entanto,sfrita as espécies de serpentes
cujos venenos foram utilizados no processo de imagdop, ndo havendo um soro
antiofidico universal. Um outro aspecto a ser agrsido é que, devido a toxicidade dos
venenos, cerca de 10 % dos animais soroprodutooegem durante a imunizacao
(Ribeiro et al., 1993), tornando o processo onewgmwuco produtivo. Ademais, 0s
soros antiofidicos ndo sdo capazes de neutraligans efeitos toxicos dos venenos,
causados por componentes pouco imunogénicos comuo&sxinas (Dias da Silva et
al., 1989; Moura da Silva et al., 1990). Assimhmailas pesquisas vém sendo realizadas
com o objetivo de se obter algum progresso nonratéo dos acidentes ofidicos.

Os venenos ofidicos sdo misturas complexas coiust#uprincipalmente por
proteinas (70 a 90 %), em sua maioria toxinas aim&s toxicas. Ainda podem conter
peptideos, carboidratos, lipideos, aminas biogéreceomponentes inorganicos (Devi,
1971). A proporcao desses componentes € varidgelemenos das diferentes espécies,
0 que explica a diversidade da sintomatologia dogmenamentos. Ocorre também
uma consideravel variacdo na composicdo dos verdgEmso da mesma espécie de
serpente, em funcdo da estacdo do ano, da idadeéptih e de sua distribuicdo
geografica (Warrell, 1996).

Entre os componentes dos venenos ofidicos, desteeaas fosfolipases A
(PLA,s) e proteinas homologas por representarem fraigiificativa dos venenos
brutos e pela ampla variedade de efeitos biologicesapresentam.

As PLAs (EC 3.1.1.4) sdo enzimas dependentes de cala®,hglrolisam
glicerofosfolipideos na posicao sn-2 da ligagad Alberando lisofosfolipideos e acidos
graxos (van Deenen & de Haas, 1963; Burke & Der(9). Estas proteinas estdo
amplamente distribuidas na natureza, sendo endastram tecidos de mamiferos e
venenos de artropodes e répteis (Valentin & Lamh2@@0). Em mamiferos, as PiA

tem sido relacionadas com doencas inflamatérigam adle participarem de vérios
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processos fisiolégicos como a sinalizacédo celdametabolismo de membranas e o
catabolismo de lipideos, entre outros (Schalosk®efanis 2006; Burke & Dennis,
2009). Nos venenos animais, as BEfossivelmente exercem atividades relacionadas a
captura e digestdo da presa (Valentin & Lambead)}20

As PLAys constituem uma superfamilia de proteinas claadifis em varios
grupos distintos e numerosos subgryposm base na sequéncia de residuos de
aminoacidos, peso molecular, nimero de pontes smulfBto, requerimento do ion
calcio, entre outras caracteristicas (Burke & Dgnr#009). As PLAs ofidicas
pertencem aos grupos | e Il da classificagdo dBravidson & Dennis, 1990; Valentin
& Lambeau, 2000; Marcussi et al., 2007; Burke & Bien2009) e sao proteinas de
baixo peso molecular (aproximadamente 14 kDa) quesantam diversos efeitos
bioldgicos, tais como neurotoxico, cardiotdoxico,otdkico, indutor ou inibidor da
agregacdo plaquetaria, hemolitico, anticoagulantenvulsivante e hipotensor
(Rosenberg, 1989; Gutiérrez & Lomonte, 1995; Ownb§98; Ownby et al., 1999;
Kini, 2003). No grupo Il, destacam-se as B&Amiotdxicas que promovem intensa
mionecrose local (Gutiérrez et al., 1986; HomsirBigburgo et al., 1988; Gutiérrez &
Lomonte, 1995; Angulo et al., 1997; Andrido-Escasal., 2000; Soares et al., 2000a,
b; Lomonte et al.,, 2003; Gutiérrez et al., 20083taE proteinas foram inicialmente
subdivididas em dois subgrupos: as miotoxinas guesantam um residuo de acido
aspartico conservado na posicao 49 e sao cataléitie ativas, denominadas de BEA
Asp49 (Kaiser et al., 1990), e as toxinas que aptas substituicdo deste residuo por
lisina e séo cataliticamente inativas, BEAys49, conhecidas como PisAhomadlogas
(Maraganore et al., 1984; Arni & Ward, 1996; Owrdbyal., 1999; van den Bergh et al.,
1988; Scott et al., 1992; Lee et al.,, 2001; Waralet2002; Lomonte et al., 2003).
Apesar da auséncia de atividade enzimatica, as,UAYs49 induzem intensa
mionecrose por um mecanismo calcio-independenten@@wet al., 1999; Ward et al.,
2002; Gutiérrez & Ownby, 2003; Lomonte et al., 2008lém do grande grupo das
PLA2s Lys49, outras variantes de Pi.Aom substituicbes na posicdo 49, tém sido
descritas, tais como: PL/ASer49 (Krizaj et al., 1991; Polgar et al., 199)A, Asn49
(Pan et al., 1998; Tsai et al., 2004) e R1&4g49 (Mebs et al., 2006).

As primeiras PLAs Lys49 foram isoladas por Maraganore e colaboesdem
1984 dos venenos dagkistrodon piscivorus piscivorus Bothrops atrox Por algum
tempo, houve divergéncia na literatura se essaseipas apresentavam alguma

atividade enzimética (Liu et al., 1990; Yoshizurmak, 1990; Rodrigues-Simioni et al.,
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1995; Shimohigashi et al.,, 1995; Yamaguchi et H97; Soares et al.,, 2002). No
entanto, estudos realizados com REAys49 de alta pureza sugeriram que a baixa
atividade enzimatica detectada em alguns trabalbdsria ser devido a contaminacéo
com proteinas PLA Asp49 (van den Bergh et al.,, 1988; Scott et &092). A
disponibilidade de PL#s Lys49 recombinantes (Ward et al., 2001; Sa e2@04), bem
como das técnicas de mutagénese sitio-dirigida dearBergh et al., 1988; Scott et al.,
1992; Ward et al., 2002) e de cristalografia (Hullaet al., 1990; Scott et al., 1992)
forneceram as bases moleculares para explicarém@asde atividade enzimatica das
PLA,s Lys49 (ver revisao por Lomonte et al., 2003).iksgem sido proposto que a
substituicdo de alguns residuos de amino&cidos Riak,s homodlogas afeta a
capacidade dessas proteinas se ligarem ao cofatb(Ward et al., 2002)ecessario
para a estabilizacdo do intermediario tetraédracoeacdo catalitica (Scott et al., 1990).
Como consequéncia, a atividade enzimatica das$Lps49 é drasticamente reduzida
(Maraganore & Heinrikson, 1986; van den Bergh et 4B88). De particular
importancia, sdo as substituicdes dos residuosyd28TGly32 e Asp49 por Asn28,
Leu32 e Lys49 (Maraganore et al., 1984; Francaéd.e1991; Cintra et al., 1993; Arni &
Ward, 1996; de Sousa et al., 1998). Alternativamessgtudos cristalograficos sugerem
qgue as PLAs Lys49 homodlogas podem ser enzimas em que aseaéalnterrompida na
fase de liberacdo do substrato (de Azevedo €1399; Lee et al., 2001).

A atividade miotoxica das PLA Lys49 tornou-se evidente com o isolamento e
a caracterizagdo de uma série de RBLAomOlogas bésicas dos venenos das serpentes
Bothrops jararacussuybothropstoxin-1 [BthTX-1]; Homsi-Brandeburgo et.,all988),
Bothrops asper(miotoxina-ll [BaspTX-Il]; Lomonte & Gutiérrez, 193, Bothrops
moojeni (miotoxina-1 e Il [MjTX-I e Il]; Lomonte et al., 190) e Bothrops pirajai
(piratoxina-I [PrTX-1]; Mancuso et al., 1995). Arfdlia das PLAs Lys49 miotdxicas
encontra-se em expansdo, com varias outras pretai@ado identificadas, e suas
estruturas cristalograficas determinadas e disgmailas no “Protein Data Bank”
(http://www.rcsb.org/pdb/).

Embora a mionecrose local seja a atividade biotgic vivo melhor
caracterizada das PL#&Lys49 (Gutiérrez et al., 1986, 1989; Homsi-Brdnatgo et al.,
1988; Lomonte & Gutiérrez, 1989; Lomonte et al. @,99994a; Angulo et al., 1997,
2000; Soares et al., 1998, 2002; Melo & Ownby, 39%%tudosin vitro indicam
claramente que estas miotoxinas nao afetam sommeiaielastos e miotubos, mas

também outros tipos celulares, demonstrando o aegpectro de atividade citolitica
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destas toxinas (Brusés et al., 1993; Bultréon etl8B3; Lomonte et al., 1994a, c, 1999;
Incerpi et al., 1995; Rufini et al., 1996; Andrigsearso et al., 2000; Angulo et al.,
2000; Soares et al., 2002).

Outras atividades toxicas também foram descrites @as PLAs Lys49in vivo,
tais como edema, hiperalgesia e liberacdo de oaecpro-inflamatorias (Lomonte et
al., 2003). No entanto, ndo ha relatos de neurcttede e, em contraste com as PLA
neurotéxicas, estas toxinas exibem baixa potértaéh ém ensaios de BJ(Lomonte et
al., 1985, 2003; Gutiérrez et al., 1986; Homsi-Bletyurgo et al., 1988). Em vista disto,
as PLAs Lys49 homoélogas tem sido classificadas como miledés ndo-neurotdxicas
(Lomonte et al., 2003). Todavia, uma série de @studvitro demonstrou que varias
PLA2s Lys49 de venenos botrépidosiuzem bloqueio das contracdes diretas e indiretas
em preparacdes neuromusculares isoladas de avesfems e anfibios (Rodrigues-
Simioni et al., 1983; Heluany et al. 1992, Soateal.e 2000b, 2001; de Oliveira et al.,
2003; Oshima-Franco et al., 2004, Rodrigues eR@04; Cavalcante et al., 2005, 2007,
Gallacci et al., 2006; Stabeli et al., 2006; Bdpjveira, 2007; Ponce-Soto et al., 2007;
Rodrigues et al., 2007; Randazzo-Moura et al., 26@8ce-Soto et al., 2009). Assim,
recentemente, tem sido questionado se estas t@pnasentam alguma neurotoxicidade
ou se o efeito paralisania vitro é simplesmente uma manifestacdo da capacidade
citolitica dessas proteinas.

Inimeras investigacbes vém sendo realizadas neactetipa de esclarecer os
mecanismos de acdo e 0s sitios determinantes dademe das PLAs miotoxicas
(Homsi-Brandeburgo et al., 1988; Heluany et al9219Gutiérrez & Lomonte, 1995;
Rodrigues-Simioni et al., 1995; Fletcher et al98;90wnby et al., 1999; Chioato et al.,
2002; Ward et al., 2002). Neste sentido, demonsteogue substancias polianiénicas
como a heparina e a suramina sao capazes de rrautralatividade miotoxica de
venenos que contém PLAys49, quando pré-incubadamsvitro (Melo & Suarez-Kurtz,
1988; Melo et al., 1993; Lomonte et al., 1994aMijo & Ownby, 1999, Arruda et al.
2002) Este antagonismo tem sido atribuido a formacao ateptexos acido-base
inativos entre as miotoxinas e os compostos pdimoos (Melo & Suarez-Kurtz, 1988;
Melo et al., 1993). Com base nesses estudos stggemuenvolvimento da regido C-
terminal (115-129, segundo a numeracao de Renetsedk, 1985) na atividade tdxica
das PLAs Lys49 (Lomonte et al., 1994b; Lomonte et al.,20urakami et al., 2004;
2005).



E importante ressaltar que tanto a suramina corheparina sdo capazes de
neutralizar simultaneamente as atividades miotoxcaaralisante da BthTX-l em
preparacdes neuromusculamesitro, indicando a existéncia de uma relacdo entre essas
duas atividades (de Oliveira et al., 2003; Gallatal., 200h

Ainda no sentido de obter substancias que possénn as acdes dos venenos
ofidicos, a descoberta de inibidores naturais éswestancial importancia para o
complemento da terapia tradicional, particularmesite relacdo aos danos teciduais
locais. Os extratos vegetais constituem uma foniea rde compostos
farmacologicamente ativos capazes de inibir agdaiies de diversos venenos e toxinas
animais (Melo et al., 1994; Batina et al., 2000rd&s et al., 2000, 2001; Mahanta &
Mukherjee, 2001; Biondo et al., 2003). O uso dess#stancias como antidotos para
venenos de animais € uma op¢ao antiga encontradawtas comunidades que nao
possuem acesso a soroterapia (Borges et al.,, 2Q0Extrato aquoso d&asearia
sylvestris cujo nome popular no Brasil é “Guacatonga”, redida as atividades
hemorragica, coagulante e proteolitica de venemagt®d e de toxinas purificadas de
varias serpentes do génd@othrops,.entre elasB. aspeyB. jararacussu, B. moojeni, B.
neuwiedi e B. piraja{Borges et al., 2000; 2001).

O desenvolvimento de estudos visando a caractéozagas atividades
biologicas e do mecanismo de acao das BLAiotoxicas, bem como, a pesquisa de
possiveis agentes neutralizadores destas toximBs@tevar a novas estratégias para o

tratamento dos acidentes ofidicos.



OBJETIVOS



1. Objetivo geral

Avancar no conhecimento do mecanismo da acao gamnédi das PLA Lys49
in vitro, considerando que 0Ss venenos que contem essaw40RBO apresentam

neurotoxicidade sistémica.

2. Objetivos especificos

Caracterizar as atividades miotéxica e paralisdateMjTX-Il, em preparacao
neuromuscular de camundongos, e comparar seugsefedn os da PrTX-1 e da
BthTX-I, através de estudos miografico, eletrofiiico e morfoldgico.

Avaliar a capacidade da suramina e do extrato hite@asearia sylvestriem

neutralizar as acdes destas toxinas.



MATERIAL E METODOS
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1. Drogas, Toxinas e Extrato Vegetal

» Drogas utilizadas: suramina (Sigma), d-tubocura@iizbott, Brasil).

* PLAs Lys49 homologas: miotoxina-Il (MjTX-Il) isoladaodveneno da
Bothrops moojenibothropstoxina-1 (BthTX-1) isolada do veneno Bathrops
jararacussy e piratoxina-l (PrTX-I) isolada do veneno Bathrops pirajai

e Extrato aquoso liofilizado de folhas @asearia sylvestrigFlacourtiaceae). A
planta foi identificada pelo Dr. Lin Chau Ming, d@aculdade de Ciéncias
Agrondmicas de Botucatu, UNESP. Uma exsicata (n°MHP531) foi
depositada no Herbario de Plantas Medicinais, UNRER
As PLAss Lys49 e o extrato vegetal foram cedidos pelo.Hbof Andreimar

Martins Soares da Universidade de S&o Paulo (U8PBgjrao Preto.

2. Solucbes Nutrientes

* Ringer (mM): NaCl 135; KCI 5; MgGI2; NaHCQ 15; NgHPQ, 1; CaC}
2; e glicose 11.

3. Animais

Camundongos Swiss (18-22 g), machos, adultos, dmlog pelo Biotério
Central da Unesp, Campus de Botucatu. Os anima@anfanantidos em gaiolas
abastecidas com agua e ragb libitum em ambiente com temperatura controlada
(24+ 2°C) e ciclo claro-escuro (12/12 horas).

Os procedimentos experimentais foram aprovados @efaissdo de Etica na

Experimentacdo Animal local, protocolo 027/05-CERA05).
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4. Estudo Funcional

4.1 Preparacao nervo frénico-musculo diafragma deamundongo

A atividade das PL#s Lys49 sobre as contracbes musculares foi avaliada
através de registros miograficas vitro. O camundongo foi sacrificado por
deslocamento cervical e exanguinado por seccaogdowles vasos cervicais. Apos
toracotomia ampla, a preparacdo do nervo fréniceenla diafragma foi removida
(Bulbring, 1997). Durante este periodo a prepardgéamedecida intermitentemente
com solucdo nutriente de Ringer. A seguir, o heafidgma esquerdo foi cortado em
forma de triangulo e montado verticalmente em qudra Orgéo isolado, contendo 15
ml de solucdo nutriente, constantemente borbullcada carbogénio (95 % e 5 %
CQO,). O bordo costal diafragmatico foi conectado asuporte de vidro em forma de L.
O centro tendineo do musculo foi conectado a umsthator de tensdo isomeétrica
(Grass, FT03), acoplado a um amplificador de qi@aluld Systems, 13-6615-50). Os
registros foram efetuados em um computador, atrdeésm sistema de aquisicdo de
dados (Gould Sytems, Summit ACQuire e Summit DadeaMr).

4.1.1 Registro das contracdes musculares evocadas diretane

O musculo diafragma foi posicionado entre os pd@sim eletrodo bipolar de
platina, e este foi acoplado a um estimuladoriet&{Grass, S88). A tensao de base de
cada uma das preparagdes foi estabelecida indlmeunse, de modo a fornecer a tensao
maxima em resposta a aplicacdo de pulsos elémitasgulares com duracédo de 5 ms,
intensidade supramaxima e frequéncia de 0,2 Ha Edatar alguma contribuicdo da
contracao indireta, a d-tubocurarina, um classiogueador de receptores nicotinicos

pos-sinapticos, foi adicionada a solucéo nutrieateoncentracao de 13j.

4.1.2 Registro das contragcdes musculares evocadas indmetente

Para evocar as contragbes musculares através daulest indiretos, a
extremidade livre do nervo frénico foi aspirada por eletrodo de platina “de succ¢éo”,
gue se encontrava acoplado a um estimulador eéficass, S88). O eletrodo de
referéncia, constituido por um fio de platina eadol no suporte de vidro em forma de

L, servia também para fixar o muasculo. As contraci®misculares foram evocadas
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indiretamente, por pulsos elétricos retangulares doracdo de 0,5 ms, intensidade
supramaxima e frequéncia de 0,2 Hz.

4.2 Protocolo Experimental do Estudo Funcional

Em todos os experimentos, as preparacfes foramidasna 35 + 2 °C e
submetidas a um periodo de estabilizacdo de 45tosindurante os quais o liquido
nutriente foi trocado a cada 15 minutds.seguir, foram registrados 15 minutos de
contragcfes controle (na auséncia de qualquer gg&utbseqiientemente, cada um dos
agentes a ser estudado foi adicionado ao banhaliewge o decréscimo percentual das

contracdes diretas e indiretas apds 120 e 90 nsnwdspectivamente.

4.2.1 Influéncia das PLAs Lys49 sobre as contracbes musculares diretas e
indiretas.
Os efeitos da MjTX-1l (1,QuM) foram avaliados sobre as contracdes diretas e
indiretas, e da BthTX-I e da PrTX-I, na mesma catregdo, foram avaliados apenas
sobre as contragdes indiretas.

4.2.2 Influéncia da interacdo da MjTX-lIl com a swamina sobre as contracdes
musculares diretas e indiretas.
A MjTX-II (1,0 uM) foi pré-incubada com suramina (1@M) por 15 minutos
a temperatura de 3b 2 °C, como descrito anteriormente por Arruda €R2ap2). A
seguir, os efeitos do produto de pré-incubacdo, bemo da suramina (10,0M),

foram avaliados sobre as contracdes diretas estadir

4.2.3 Influéncia da interagdo das PL#s Lys49 com o extrato vegetal d€asearia
sylvestris sobre as contracdes musculares diretas e indiretas.
Cada uma das PLAYs49 (MjTX-Il, BthTX-l e PrTX-1) na concentracaced.,0
UM, foi pré-incubada com o extrato @asearia sylvestrisseguindo uma relacéo peso
da toxina/peso do extrato vegetal de 1:1 e 1:5pgomviamente descrito (Borges et al.,
2000). Subsequentemente, os efeitos de cada urprddstos de pré-incubacdo, bem

como do extrato vegetal, isoladamente, foram adadissobre as contracdes indiretas.
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Também foram avaliados os efeitos do produto danguébacdo da MjTX-Il com a

Casearia sylvestrisobre as contragdes diretas.

5. Estudo Morfolégico e Morfométrico

Apés a realizagéo do estudo funcional, fragmentosdsculo diafragma foram
retirados e congelados em nitrogénio liquido. Goriansversais com @m de
espessura foram realizados em criostato (-20 °Gulanetidos a coloracdo por
hematoxilina e eosina (HE), para a avaliacdo ddatogiia geral das fibras musculares
(McManus & Mowry, 1960). Amostras também foram €@aa em solugcdo de
Karnovsky (glutaraldeido 2,5 %; paraformaldeido ;2&mpao fosfato Sorensen 0,1 M,
pH = 7,4) por 4 horas, e lavadas em tetroxido dmi@sl %. Os tecidos foram
desidratados em concentragfes crescentes de acetemdebidos em resina Epon.
Cortes de 1,5um foram corados com acetato de uranila e citratochiembo e
observados em microscopia eletronica.

As preparacdes histolégicas coradas com HE forabmsetidas a analise
semiquantitativa. Em cada musculo foram analisatlnso campos microscépicos
diferentes. O numero de fibras com lesédo foi represlo como porcentagem do
namero total de fibras (normal + lesada) em cadapoa Este estudo foi realizado

utilizando um sistema de analise de imagens cordpuzado (Leica Germany, Qwin).

6. Estudo Eletrofisiologico

A preparacao nervo frénico-musculo diafragma deurmlongo (hemidiafragma
esquerdo) foi removida e montada em cuba revestidaresina de silicone, contendo
5 ml de solugdo de Ringer (pH = 7,5). A preparaf@iomantida na temperatura
ambiente e constantemente borbulhada com carbo@@nid Q e 5 % CQ). As cubas
foram colocadas na platina de um microscopio es$etpico (Askania, SMC 4) para
permitir a manipulacao eletrofisioldgica da prepam

A técnica utilizada para os registros biolétricosd de Fatt & Katz (1951). Os

microeletrodos de vidro foram preparados com oliauge um estirador vertical de

14



micropipetas (D-David Kopf Instruments, 700) e farpreenchidos com KCI (3 M). O
eletrodo indiferente consistia em um fio de pratsetado, mantido no interior de um
tubo curvo para adaptacdo a cuba. Os microeletroftmam introduzidos
intracelularmente nas fibras musculares superficiaiom o auxilio de um
micromanipulador (Leitz), para o registro do potahde repouso e dos potenciais de
placa terminal em miniatura. Os sinais captados pétroeletrodo foram levados a um
pré-amplificador com alta impedancia de entradaai@abde saida (World Precision
Instruments, Electro 70S), que servia como acopldéoimpedancias. Esta parte do
sistema era mantida no interior de uma gaiola daday para reduzir a inferéncia
elétrica. Posteriormente, os sinais eram levadas aistema de amplificacdo (Biopac
Systems, MP450) e monitorados em um osciloscomt(dnix, 2232) de dois canais,
um de acoplamento direto (DC), utilizado para aégdo do potencial de membrana, e
outro de acoplamento capacitivo (AC), para a agabalos potenciais de placa terminal
em miniatura. Os sinais foram registrados “on lingilizando-se um microcomputador
com sistema de aquisicdo e andlise de dados (Aaglkdge®, verséo 3.8.2).

A medida do potencial de repouso foi realizadaagéo das placas motoras e,
também, aleatoriamente em regifes distantes destak) na auséncia como na
presenca de concentracdes Unicas de cada uma das Ris49. Os potenciais
bioelétricos foram registrados nos tempos de 5, 305,60 e 90 minutos apés a
administracdo de uma das PisALys49. O registro dos potenciais de placa terneima

miniatura foi efetuado somente na presenca da M|TX-

7. Analise Estatistica

Os resultados experimentais foram agrupados emaneéeiro padrao da média
(EPM). As diferencas entre os valores médios fotastadas através de andlise
estatistica utilizando-se o teste “t Student” (pemanparacdo de duas amostras) e a
analise de variancia (ANOVA, para a comparacao des rde duas amostras). Neste
altimo caso, a analise foi complementada atravéeste de comparacdes multiplas de

Tukey-Kramer. O nivel de significancia estabeledmale 5 %.
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RESULTADOS
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1. Estudo Funcional

1.1 Influéncia das PLAsLys49 sobre as contracbes musculares diretas

e indiretas na preparacéao frénico-diafragma de cammdongo

A MjTX-Il promoveu bloqueio progressivo e tempo-dadente das contracdes
musculares evocadas diretamente e indiretamentgneparacdes do nervo frénico-
musculo diafragma de camundongos (Figura 1 A éOBlempo médio para a MjTX-II
reduzir a amplitude das contra¢cées muscularesadiah 50 % (f,) foi de 40,4+ 3,5
minutos (n = 7) e para as indiretas de 3624 minutos (n = 9), ndo havendo diferenca
significativa entre ambos.

Como ilustrado na Figura 2, a BthTX-l e a PrTX-mt@m promoveram
bloqueio das contra¢cfes indiretas na preparacdncdré&iafragma de camundongos,
com 4, de 40,3+ 3,5 minutos (n = 8) e 49,0 6,9 (n = 6), respectivamente. Nao se
constatou diferencas significativas entre;ps tas trés PL#& Lys49 para as contracdes

indiretas.
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Figura 1 — Efeito da MjTX-Il sobre o decurso temporal da anyde das contracdes
musculares evocadas diretamente (A) e indiretamefB® em preparacdes
neuromusculares de camundongos. Os dados foranpaagsl em média + EPM
(P < 0,05). * indica o ponto a partir do qual oeordiferenca significativa em relacao
ao controle.

—m— Controle (n=8)
120 - —o— MjTX-Il 1 uM (n=9)

—A—BthTX-l 1 M (n=6)
3 ——PrTX-1 1 uM (n=6)
g 101 . . 8 W " .
e
2 80 +
g %
g 60 :\
kS I
[<]
3 }
»n 404 \
1]
T
: ?
2 20- =
£ —
< 0
1 1 I I I 1 1
0 15 30 45 60 75 90 105

Tempo (minutos)

Figura 2 — Efeitos da MjTX-Il, BthTX-l e PrTX-l sobre o decurstemporal da
amplitude das contragbes musculares evocadas tardieate em preparacdes nervo
frénico-muasculo diafragma de camundongos. Os démtasn agrupados em média *
EPM (P < 0,05). * indica o ponto a partir do quabweu diferenca significativa da
MjTX-Il e BthTX-I em relacdo ao controle; + indichferenca significativa da PrTX-I

em relagéao ao controle.
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1.2 Influéncia da suraminasobre o efeito da MjTX-Il na preparacéo

frénico-diafragma de camundongo

A pré-incubacdo com suramina preveniu de formaifggtiva a paralisia das
contracbes musculares diretas (Figura 3 A) e itafiréFigura 3 B) induzidas pela
MjTX-1l. A suramina, administrada isoladamente, k#&m ndo promoveu alteracao das

contragbes musculares quando comparada ao controle.
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Figura 3 — Efeito da MjTX-Il e do produto de sua pré-incubacém a suramina sobre
o decurso temporal da amplitude das contracbesutauss evocadas diretamente (A) e
indiretamente (B) em preparacdes neuromusculareamendongos. Os dados foram
agrupados em média + EPM (P < 0,05). * indica ot@am partir do qual ocorreu

diferenca significativa em relagéo ao controle.
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1.3 Influéncia do extrato aquoso d€asearia sylvestris sobre a acéo das

PLA,sLys49 na preparacéo frénico-diafragma de camundongo

O extrato aquoso d€asearia sylvetrispreveniu a paralisia das contractes
musculares diretas e indiretas induzida pela MjTKa preparacao frénico-diafragma
de camundongo (Figura 4 A e B). Isoladamente, cagxido afetou as contragdes
musculares.

A Figura 5 mostra a capacidade do extrato aquosGaizaria sylvetrisem
prevenir a paralisia das contracfes musculareseiadi induzida pelas outras PisA
Lys49.
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Figura 5 — Efeitos da BthTX-I (A) e da PrTX-l (B), bem comasiprodutos de pré-
incubacdo de cada uma dessas RBLAys49 com o extrato aquoso @asearia

sylvestris (Cs) sobre o decurso temporal da amplitude dagragiies musculares
evocadas indiretamente. Os dados foram agrupadaséstia + EPM (P < 0,05). + e *
indicam o ponto a partir do qual ocorreu diferesigaificativa em relacdo ao controle

nas proporcdes de 1:1 (peso/peso) e 1:5 (peso/pespgctivamente.
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2. Estudo Morfologico e Morfométrico

A Figura 6 ilustra a microscopia Optica do musdalilfragma de camundongo.
Observou-se que 0s grupos experimentais contrageirdE6 A) eCasearia sylvestris
(Figura 6 B) apresentaram a maioria das fibras tmmmato poligonal, sarcoplasma
acidofilo e nucleos localizados na periferia ddsas. As fibras musculares estavam
claramente delimitadas por uma delicada camada&aldot conjuntivo (endomisio), e
organizadas em fasciculos também delimitados mdddeconjuntivo (perimisio). Os
musculos expostos as PisALys49 apresentaram diferentes graus de danosulares:
apos 90 minutos de contato com a preparacao. &wealtes mais evidentes foram fibras
arredondas, edema entre as fibras, areas do citoplaesprovidas de miofibrilas e
nacleo central (Figura 6 C, E e G). Os musculosmatiolos a acdo da mistura de uma
das PLAs Lys49 com o extrato d€asearia sylvestrisapresentaram morfologia
semelhante ao controle (Figura 6 D, F e H).

Como ilustrado na Figura 7, os musculos expostegsd das PL# Lys49
apresentaram aumento significativo do indice denetmse, quando comparados ao
controle. No entanto, os musculos expostos a mistempré-incubacao de cada uma das
PLA,s Lys49 com o extrato déasearia sylvestrisbem como, aqueles submetidos a
acdo do extrato vegetal isoladamente, ndo apreaentandices de mionecrose

significativos em relacéo ao controle.

A Figura 8 ilustra a microscopia eletrénica do nulsadiafragma. No grupo
experimental controle (Figura 8 A), observou-serafih com aspecto normal,
apresentando miofibrilas organizadas em sarconpaEnchendo todo o sarcoplasma,
mitocondrias com cristas lamelares localizadas megides subsarcolemal e
intermiofibrilar, e cisternas de reticulo sarcoplatico entre as miofibrilas. O
sarcolema das fibras apresentou um aspecto re@dhra acdo d@asearia sylvestris
(Figura 8 B) ou de seu complexo com cada uma dasslys49 (Figura 8 D, F e H), a
maioria das fibras musculares manteve o padréolsanie ao controle. Porém, os
musculos submetidos a acédo das R Rys49 (Figura 8 C, E e G) mostraram fibras
com desorganizacao das miofibrilas, que aparecéiparcontraidas ou em forma de
grumos, além da presenca de inUmeras areas seritam@ftos, principalmente na
regido periférica. As mitocondrias apresentararaegmaciadas, com dilatacdo, ruptura

ou aumento na eletrodensidade das cristas.
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Figura 6 — Microscopia oOtica do musculo diafragma de camugdsnsubmetidos a
coloracdo por hematoxilina e eosina (HE). Detatlesxcritos no texto. (A) controle, (B)
Cs, (C) MjTX-Il, (D) MjTX-Il + Cs (1:5), (E) BthTX}, (F) BthTX-I + Cs (1:5), (G)

PrTX-l, (H) PrTX-l + Cs (1:5); (ed) edema; (end)demisio; (f) fibras poligonais;

(seta) fibras arrendodas; (*) perda dos miofilarognt
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Figura 7 — Efeito do extrato aquoso deasearia sylvestrigCs) sobre o indice de
mionecrose induzido pela MjTX-1l, BthTX-l e PrTXdm preparacdes do musculo
diafragma de camundongos. Os dados foram agrupadosmédia + EPM de

4-8 experimentos. * indica diferenca significatera relagao ao controle (P < 0,05).
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Figura 8 — Microscopia eletrbnica do musculo diafragma de waongo. Detalhes
descritos no texto. (A) controle, (B) Cs, (C) MjTX«D) MjTX-Il + Cs (1p:5p), (E)
BthTX-I, (F) BthTX-l + Cs (1p:5p), (G) PrTX-I, (HPrTX-1 + Cs (1p:5p). (seta)
membrana plasmatica; (mi) mitocédndrias; (m) midl@s:; (n) nucleo; (cabeca de seta)
mitocondria edemaciada; (*) areas desprovidas déhbmilas.
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3. Estudo Eletrofisiologico

A MjTX-1l, a BthTX-I e a PrTX-I isoladamente promexam despolarizacdo das
fibras musculares durante o periodo de 90 minugosathtato com as preparacdes do
musculo diafragma de camundongos (Figura 9). Airpdet 5 minutos, observou-se
despolarizacdo progressiva e acentuada do poteteci@embrana em repouso da fibra
muscular em regifes proximas a placa motora tetr(iigura 9 A)e, apdés 15 minutos,
em regides distantes desta (Figura 9 B).

A Figura 10 ilustra a frequéncia dos potenciaiplea terminal em miniatura
nos musculos diafragma de camundongos no decooréerdpo. Apds 5 minutos da
administragcdo da MjTX-Il, ocorreu aumento da fregii@ dos potenciais de placa
motora em miniatura. Todavia, esses registros focamprometidos a partir de 30
minutos de contato da preparacdo com a toxinaddewiintensa despolarizacdo das

fibras musculares.
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Figure 9 —Decurso temporal dos potenciais de membrana enusepte preparacoes
do musculo diafragma de camundongos submetida8cads; PLAS Lys49 em regides
proximas a placa motora terminal (A) e distantes (B dados foram agrupados em
média + EPM (P < 0,05). + indica o momento a patttr qual ocorreu diferenca
significativa da MjTX-1l em relagdo ao controle arfdica a diferenca da BthTX-I ou

PrTX-1 em relagdo ao controle.
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Figure 10 — Frequéncia dos potenciais de placa terminal ematama (pptms) no
decorrer do tempo apds a administracdo da MjTXHI@eparacdes neuromusculares
de camundongos. Os dados foram agrupados em médRMVt (P < 0,05). * indica

diferenca significativa em relagéo ao controle.
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DISCUSSAO
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As PLA;s sdo os componentes mais abundantes dos venersepidmtes e
apresentam uma ampla variedade de atividades makg@Kini, 2003). Entre essas
proteinas, destacam-se as REAys49 dos venenos de serpentes do géBetiarops
que apesar de serem destituidas de atividade dm@aménduzem um quadro de
mionecrose local severa. Embora os acidentes pdmBiZor essas serpentes nao
promovam nenhum sinal clinico de neurotoxicidadeRbAs Lys49 isoladas de varios
venenos botropicos bloqueiam o processo de tras&misieuromusculain vitro
(Rodrigues-Simioni et al., 1983, 1995, 2004; Cogale 1993, 1998; Costa et al., 1999;
Heluany et al., 1992; Lobo-de-Araujo et al., 20B#anti et al., 2003; Zamunér et al.,
2004; Cavalcante et al., 2005, 2007; Gallacci .e28@l06; Randazzo-Moura et al., 2008;
Ponce-Soto et al., 2009). Assim, compreender osangnos da atividade paralisante
in vitro das PLAs Lys49 ainda é uma tarefa desafiadora. Nestedsenid presente
estudo caracterizaram-se as atividades da MjTXnllpeeparacbes neuromusculares de
mamifero in vitro, e seus efeitos foram comparados com os da Prex-|
principalmente, com os da BthTX-lI, que tem sidoemgivamente investigada em
preparacdes neuromusculares (Rodrigues-Simionl.,efi@5; Oshima-Franco et al.,
2001; Soares et al., 2002; de Oliveira et al., 2008hima-Franco et al., 2004;
Cavalcante et al., 2005, 2007; Gallacci et al. 6200

A MjTX-Il, isolada do veneno d8othrops moojenié uma PLA Lys49, com
peso molecular de aproximadamente 13,5 kDa (Lomental., 1990; Soares et al.,
1998; 2004; Watanabe et al.,, 2005). Esta protepir@santa atividade miotoxica,
caracterizada pelo aumento da concentragdo plasmédg creatina-quinase e por
alteracbes morfologicas em musculos de camundoimges/o (Soares et al., 1998,
2004) Recentemente, Stabeli e colaboradores (2006) de#raceim que a MjTX-Il é
capaz de induzir bloqueio neuromuscular na prepar&@€nico-diafragma isolada de
camundongos. Todavia, 0 mecanismo desta atividaddigantein vitro, bem como a
sua relagdo com a atividade miotdxica ainda n&@wessclarecidos.

Demonstrou-se, no presente trabalho, que a MjTXidl,mesma forma que a
BthTX-I e a PrTX-I, induz efeitos miotéxico e blogpdor neuromuscular na preparacao
frénico-diafragma de camundongos. Tais achadossséwelhantes aos descritos na
literatura para estas e outras miotoxinas PL¢s49 (Rodrigues-Simioni et al., 1995;
Soares et al., 2000b, 200de Oliveira et al., 2003; Gallacci et al., 20@8abile et al.,
2006; Randazzo-Moura et al., 2008). O efeito mimixXoi caracterizado por lesbes

musculares tipicas e, no caso da MjTX-Il, tambéna gearalisia irreversivel das
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contragbes musculares evocadas diretamente, quepende do processo de
neurotransmissao (Harvey et al., 1994; Ownby et18P9). O bloqueio neuromuscular
foi evidenciado pela paralisia irreversivel das tgpbes musculares evocadas
indiretamente, e apresentou decurso temporal santelpara as trés toxinas.

O estudo eletrofisiologico revelou a atividade démfizante das PL# Lys49
na membrana da fibra muscular de camundongos, bem a habilidade da MjTX-II
em induzir aumento na frequéncia dos potenciaispldea motora terminal. Tais
achados foram pioneiramente descritos por Rodri§iresoni e colaboradores (1983)
na preparacdo neuromuscular de rd submetida adegaona fragdo do veneno da
Bothrops jararacussuque posteriormente foi denominada bothropstopmaHomsi-
Brandeburgo e colaboradores (1988). Considerandgo asta fracdo ndo inibia a
despolariza¢do do nervo induzida pelo ioh Kem impedia o aumento da liberacéo
guantica espontanea de neurotransmissor, prom@eta veneno da aranha vilva-
negra, Rodrigues-Simioni e colaboradores (19832s@gn que a fracdo do veneno ndo
afeta diretamente o nervo motor. Em trabalho sulms#q, Heluany e colaboradores
(1992) demonstraram que o bloqueio neuromusculduzido pela BthTX-I na
preparacdo de camundongos apresenta caracteristmdares aos promovidos por
bloqueadores neuromusculares do tipo despolarizaigto que a paralisia ndo é
revertida pela acdo de drogas anticolinesterasicas, ha escape das contracdes
tetanicas (inibicdo de Wedensky), tampouco facita pos-tetanica. Tomados em
conjunto, esses resultados séo indicativos de golegueio neuromuscular induzido
pelas PLAs Lys49 possa ser consequéncia da atividade degpole de membrana
dessas proteinas.

Observou-se também no presente estudo que a saréoncapaz de neutralizar
simultaneamente as atividades miotoxica e bloquaadeuromuscular da MjTX-II
quando pré-incubada vitro. Achados similares foram previamente descritos quand
da pré-incubacdo da BthTX-I com a suramina ou afieg (de Oliveira et al., 2003;
Gallacci et al., 2006). Esses resultados suger@xisééncia de uma relacédo entre as
atividades miotodxica e bloqueadora neuromusculaiPdatys Lys49.

Os compostos polianiénicos, como a heparina e ansna, sdo valiosos no
esclarecimento da relacdo estrutura-funcédo das,$lbdmoblogas. A interacdo da
heparina com a porcdo C-terminal da miotoxina-B&qBrI X-11), isolada do veneno da
Bothrops asperforneceu a primeira evidéncia de uma regidao nudecenvolvida na

acao téxica de uma PLAys49 (Lomonte et al.,, 1994b). O mapeamento do si¢
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ligagcdo da heparina com a toxina mostrou que estsiste de uma fita continua de
residuos de aminoéacidos (115-129, segundo a nuétede Renetseder et al., 1985),
rica em lisina, que esta localizada proxima a me@aerminal da toxina (Lomonte et
al., 1994b). Contudo, estudos posteriores utilivapeptideos sintéticos, constituidos
pelos residuos 115-129, demonstraram que estdsi@epao capazes de reproduzir os
efeitos citotoxicos da BaspTX-ih vitro, mas néo reproduzem seus efeitos miotoxicos
in vivo, indicando que, além dos residuos 115-129, outetsrminantes estruturais da
proteina sdo necessarios para expressar a miatadeitotal (Lomonte et al., 1999).
Posteriormente, Murakami e colaboradores (2008jaeim que a suramina, além de se
ligar a regido C-terminal da BaspTX-ll, é capaz idieragir com parte da regido
correspondente ao “loop” de calcio, promovendo nassa inibicdo dos efeitos
miotoxicosin vivo e in vitro da toxina. Uma vez que a BaspTX-Il apresenta hogilo
estrutural com a MjTX-Il (de Azevedo et al., 199@pde-se sugerir que a regiao C-
terminal desta toxina também esteja envolvida emasividade miotoxica. Da mesma
forma, os resultados deste estudo ainda permiténrisobre o envolvimento desta
regido na atividade bloqueadora neuromuscularitro da MjTX-Il. Esta hipotese é
corroborada por estudos que indicam uma relagdcegido C-terminal das PLA
Lys49 com varias outras atividades biolégicas desgaoteinas, incluindo
desestabilizacdo de lipossomos, citotoxicidade enershs linhagens celulares,
atividades bactericida e de hiperalgesia (Soarak,&001; Lomonte et al., 2003).

Similarmente ao descrito para a suramina, a prgbagdo com e extrato aquoso
de Casearia sylvestristambém inibiu as atividades miotéxica e bloqueador
neuromuscular da MjTX-1l, bem como da PrTX-I e da'BX-I. Tais achados ampliam
0 espectro da atividade antiofidica desse extragdoeca a hipétese de que a paralisia e
a mionecrose induzidas pelas BEAomologas estejam estritamente relacionadas. Os
mecanismos de acgdo, bem como, 0s componentes s@sp@ pela atividade
antiofidica daCasearia sylvestriainda estdo sendo investigados (Cintra-Francistthin
et al., 2008; Da Silva et al., 2008).

A influéncia da temperatura de incubacdo em ewparios realizadom vitro
tem sido uma abordagem utilizada para investigaac@ao das PL#& homologas
(Lomonte al., 1994c; Cavalcante et al., 2005).i&hmeente, Lomonte e colaboradores
(1994c)observaram que a BaspTX-Il ndo induzia dano celgleando incubada por
30 minutos na temperatura de 2-4 °C, sendo facteneemovida por lavagem. No

entanto, o retorno da atividade toxica ocorria goaa temperatura era elevada para

32



37 °C. Esses achados indicaram que a forca degaterda toxina com seus possiveis
alvos na membrana celular é diminuida por baixaspégaturas, sugerindo que a
interacdo baseada apenas na carga elétrica € fragéo Sendo assim, seria necessaria
uma etapa adicional de penetracdo da toxina na@@digidica da membrana celular,
através de regides hidrofobicas da molécula, pararafestacdo de sua toxicidade. Esta
etapa poderia ser afetada por mudancas na flu@eretinbrana promovida pela baixa
temperatura (Lomonte et al., 1994c). Posteriorméld®alcante e colaboradores (2005)
observaram que a baixa temperatura de incubac&erpaetanto o efeito miotoxico
quanto o bloqueador neuromuscular da BthTX-l. Assogeriu-se que a ligacao e
possivelmente também a parcial penetracdo da tommaregido hidrofébica da
membrana celular € necessaria para o estabelecimer@mbos os efeitos, miotdxico e
bloqueador neuromuscular, da BthTX-I, fortaleceadbipotese da existéncia de uma
relacédo entre essas atividades (Cavalcante 2085).

Entretanto, alguns estudos de relagéo estruturigiadie se opdem a hipétese de
que os efeitos miotoxico e bloqueador neuromusdolasitro das PLAs homdlogas
estariam relacionados (Ward et al. 1998; Stabil.€2006). Com base na comparacao
de sequéncias de aminoacidos, Ward e colabora®68) identificaram residuos de
aminoacidos altamente conservados em algumas,PL#s49 que poderiam estar
teoricamente associados com uma acao pré-sinapdissas proteinas. Estudos que
envolvem a modificacdo quimica de residuos espesitém sugerido uma dissociacao
parcial ou uma sobreposicdo de sitios farmacol8gectoxicos das PLA Lys49. Por
exemplo, as alteracdes de residuos de Tyr podetar abs efeitos de letalidade,
miotoxicidade, citotoxicidade e bloqueador neurotoles destas toxinas (Andrido-
Escarso et al. 2000; Soares et al., 2000a, b; IStébial., 2006). Por outro lado, a
modificacdo de residuos de Trp provoca apenas us@eth reducdo do efeito
miotoxico da MjTX-Il, mas induz um enfraguecimentelevante de sua atividade
blogueadora neuromuscular, sugerindo uma dissariegfie estas atividades (Stabile
et al., 2006). Embora esses estudos fornecam iafgres valiosas, devem ser
considerados com cautela, uma vez que as modigsggddem promover alteracdes na
estrutura tridimensional destas toxinas.

As evidéncias atuais ndo permitem excluir a pdsditnie de que as miotoxinas
PLA, homodlogas possam apresentar acdes especificame@ojneuromuscular. No

entanto, em analogia com a acao miotoxacatividade bloqueadora neuromuscular das

33



PLA2s homélogan vitro também poderia ser explicada com base na suaidagade
desestabilizar membranas biolégicas, como serétdisca seguir.

Estudos anteriores sugerem que as miotoxinas Bpfesentam seu sitio inicial
de acdo na membrana plasmatica da célula muscitethgon & Ownby, 1993;
Gutiérrez & Lomonte, 1995; Ownby et al., 1999). déricias experimentais indicam
uma interacdo eletrostatica entre os sitios ca&tdndas toxinas e grupos carregados
negativamente da membrana da célula muscular (MeBsvnby, 1990;Diaz et al.,
1991; Rufini et al., 1992;Jonhson & Ownby, 1993). Apos esta ligacao inices,
miotoxinas penetrariam na bicamada lipidica poeragdo hidrofébica, mediada por
uma regido citolitica da molécula, promovendo a&skebilizacdo da membrana celular
com consequente perda da regulacdo da permeabilidatbns e macromoléculas
(Gutiérrez & Lomonte, 1995). O carater diméricondeitas PLAs Lys49 homdlogas
permite alteracdes na conformacédo da estrutura#aia da molécula que favorece o
contato destas proteinas com a membrana e, postente, facilita sua penetragdo na
bicamada lipidica (Da Silva Giotto et al., 1998;dvtaet al., 2003). Outra possibilidade
a ser considerada é que, sob a forma diméricaprganpo, divalente, estas toxinas
apresentariam maior avidez por sitios negativosndmbrana celular (Angulo et al.,
2005).

A primeira conseqUéncia da desestabilizacdo de maerap induzida pelas
PLA2s Lys49 homologas, € o colapso na regulacéo dagadifidade a ions, levando a
perda do potencial de membrana, provavelmente deaddreequilibrio dos ions Na
K* e CI. A desestruturacdo da membrana também causa umxacinfle C&'
extracelular, devido ao proeminente gradiente @jeiimico desse cation que existe
através da membrana (Gutiérrez & Ownby, 2003; Mitlas et al., 2007). Além disso, a
despolarizacdo induzida pelo influxo de*Naode promover a liberacdo de?Cae
reservas intracelulares (Johnson & Ownby, 1994jrefanto, independentemente do
mecanismo inicial, o aumento da concentracdo d& €sdlico gera uma série de
eventos como a hipercontracdo de miofilamentospglanitocondriais e ativacao de
proteases e fosfolipases dependentes de calcioampéficam o processo de leséo
muscular (Gutiérrez & Ownby, 2003; Montecucco et2008).

Em adic&o, a despolarizacao celular poderia sausa da paralisia muscular
vitro promovido pelas PL#& Lys49 homologas. De fato, niveis baixos e pensies de
despolarizacdo celular poderiam criar areas decitadbilidade na membrana da fibra

muscular, devido a inativacdo de canais dé Watagem-dependentes, prejudicando
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assim a geracdo do potencial de acdo ao longo bita fFigura 11). Além da
contratibilidade muscular, a despolarizacdo podafgtar também o processo de
transmissdo neuromuscular, que depende da exdltad#l de uma regido restrita da
membrana da fibra muscular ao redor da placa mofonaativacdo de canais de sodio
na regiao periplaca pode elevar o limiar de extitinle da fibra muscular e, desta
forma, o potencial de placa ndo é capaz de deflagpemtencial de acdo muscular. A
despolarizacdo desta regido também pode afetar rainggdo nervosa e,
consequentemente, a liberacdo de acetilcolina &igjl). Realmente, ha evidéncias de
que a despolarizacdo parcial da terminacdo neposama corrente elétrica catddica
ou por um excesso de romove aumento da liberacdo espontanea de atieticisto

€, aumenta a frequéncia dos potenciais de plaoanr em miniatura (Bowman &
Rand, 1980), como o observado no presente estud@pdjTX-Il.

Como comentado anteriormente, apesar de induzilerte efeito bloqueador
neuromusculain vitro, as PLAs Lys49 sédo desprovidas de neurotoxicidade quando
administradas por via intravenosa ou intraperitbf@atiérrez & Lomonte, 1995). Da
mesma forma, essas proteinas também induzem drasimnecrose local, quando
injetadas por via intramuscular, mas sdo destisutta atividade miotoxica sistémica
(Gutiérrez & Lomonte, 1995). A auséncia de neurgidade e miotoxicidade sistémica
das PLAs Lys49 pode estar relacionada a ligacao nao-dm@edessas proteinas com
diversos tipos celulares (Bultron et al., 1993; looe et al., 1994b, 1999), impedindo a
orientacdo destas para sitios farmacologicos déetacomo terminacdes nervosas ou
células musculares (Ponce-Soto et al., 2007). liptaese, que tem sido proposta para
diferenciar as acdes locais e sistémicas das$hémaologas (Ponse-Soto et al., 2007),
pode ser estendida para explicar porque estasaapresentam atividade bloqueadora
neuromuscular em preparacdes isoladas, mas naeeimdafeito neurotdxican vivo.

De fato, quando testadasvitro, estas proteinas séo colocadas diretamente emt@ont
com os possiveis alvos de acdo no complexo miohewda se perdendo por ligacdes a
sitios nao-especificos. Assim, independente do mwow® de acdo, o bloqueio da

transmissao neuromuscularvitro se estabelece.
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Figura 11 — HipGtese para o0 mecanismo de bloqueioearomuscular
induzido por PLA,s Lys49 in vitro. (1) Ligacdo das PL& Lys49 a dominios
hidrofébicos da membrana plasmatica das célulascutares e alteracdo néo-
enzimatica da estrutura da membrana. (2) Colapgyatbente i6nico e despolarizacéo
da fibra muscular e da terminacdo nervosa, devaaeaquilibrio do gradiente de
concentracdo de ions sodio e potassio. (3) Indtovalps canais de sodio voltagem-
dependentes na regido peri-juncional. (4) Aumentdirdiar de excitabilidade da fibra
muscular, tornando o PPT subliminar para a geragapotencial de acdo muscular,
com consequente bloqueio da transmissao. (5) Aumeatliberacdo espontéanea de
acetilcolina, i.e. da frequéncia dos pptms (4),idle\a despolarizagcdo da terminacéo
nervosa. (6) Elevagdo na concentracdo citosolicacaleio, devido a ruptura da
membrana da fibra muscular, iniciando uma sérieptexa de efeitos degenerativos na
célula. PPT = potencial de placa motora terminptpp= potencial de placa motora
terminal em miniatura.
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Os resultados deste estudo permitem concluir que:

v A suramina é uma ferramenta importante para o esta relacdo
estrutura-atividade das miotoxinas BEA Lys49, indicando o
envolvimento das regides C-terminal e de parte ldop” de calcio nas
atividades miotéxica e bloqueadora da transmiss@iocomusculam vitro
destas toxinas;

v' O extrato bruto d€asearia sylvestri& um potencial agente neutralizador
das PLAs Lys49;

v" O bloqueio da transmissdo neuromuscular induzida P§TX-Il, bem
como pela BthTX-I e PrTX-I, provavelmente, decateedespolarizagéo da
fibora muscular causada pela acdo desestabilizadmmembrana destas
toxinas.

v' A falta de atividade neurotéxica sistémica podarestlacionada com a
ligacdo ndo especifica das PisALys49 com os Véarios tecidos, impedindo
assim a orientacdo destas toxinas para sitios tatdgicos distantes,

como terminacdes nervosas ou células musculares.
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As fosfolipases A(PLA,S) que apresentam substituicdo do residuo de atpart
pelo de lisina na posicao 49, PisALys49 homologas, sdo importantes componentes
miotoxicos dos venenos de serpentes da familiariMge Estas proteinas induzem
severa mionecrose através de um mecanismo catbepémdente. Tradicionalmente, as
PLA,s Lys49 sdo classificadas como miotoxinas néo-méxicas, visto que nao
causam paralisia quando injetadasvivo, mesmo em doses elevadas. No entanto,
varios estudo# vitro demonstram que as PkRALys49 dos venenos de serpentes do
género Bothrops induzem bloqueio neuromuscular em preparacdesdaslaSendo
assim, o objetivo do presente estudo foi avancacamhecimento do mecanismo da
acao paralisante vitro destas toxinas. Para tanto, foram caracterizadatvatades da
MjTX-II, isolada do veneno dBothrops moojeniem preparacdes frénico-diafragma de
camundongos, através de estudos miografico, aktidigico e morfologico. Os
efeitos desta toxina foram comparados com os dX-{Pd da BthTX-I, isoladas do
veneno ddBothrops pirajaie daBothrops jararacussuespectivamente. Além disto, foi
avaliada a capacidade da suramina e do extratosagdeCasearia sylvestriem
neutralizarem as acdes destas toxinas. Os regsltddidos mostraram que a MjTX-II,
da mesma forma que a BthTX-l e a PrTX-I, induzigites miotoxico e bloqueador
neuromuscular na preparacdo frénico-diafragma denugdongos. O estudo
eletrofisiologico revelou a atividade despolarieadtas trés toxinas na membrana da
fibra muscular, bem como a habilidade da MjTX-Il emduzir aumento na frequéncia
dos potenciais de placa motora terminal em mirgatarpré-incubacdo com e extrato
aquoso deCasearia sylvestrisneutralizou as atividades miotoxica e blogueadora
neuromuscular das trés toxinas. De forma similapréincubacdo com suramina
neutralizou as atividades da MjTX-1l. Tomados emjanto, tais achados sugerem que
a despolarizacéo celular pode ser a causa do litogeeromusculain vitro promovida
pelas PLAs Lys49 homologas. Ainda, uma possivel explicacda @ auséncia de
neurotoxicidade e miotoxicidade sistémicas das BUAs49 foi proposta com base na
ligacdo ndo-especifica dessas proteinas com ds/éisms celulares, que impediriam a

orientacdo destas toxinas para sitios farmacoléglsiantes.
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Phospholipases AA(PLA,s) with a lysine substituting for the highly conssd
aspartate 49, Lys49 PLbAomologues, are important myotoxic componentseinoms
from snakes of Viperidae family. These proteinsuc®l conspicuous myonecrosis by a
catalytically-independent mechanism. Traditionatlye Lys49 PLA homologues are
classified as non-neurotoxic myotoxins given theability to cause paralytic effect
when injectedn vivo, even at relatively high doses. However, a sai@s vitro studies
has shown that several Lys49 PlBomologues fronBothropssnake venoms induce
neuromuscular blocking activity on nerve-musclepprationsin vitro. Therefore, the
aim of this work was to advance in the understamdiinthe mechanisms underlying the
in vitro paralyzing action of these proteins. Thus, we attarized the activities of
MjTX-II, from Bothrops moojenvenom, in mice phrenic-diaphragm preparation by
means of myographical, electrophysiological and phological approaches. The
effects of this toxin were compared with those of)Rl and BthTX-I, fromBothrops
pirajai andBothrops jararacusswenoms, respectively. Besides this, we evaluated th
ability of suramin and the aqueous extractGaEsearia sylvestrisn neutralizing the
actions of these toxins. The results showed thatMT X-1l, as well as BthTX-I and
PrTX-I, induced myotoxic and neuromuscular blockaugivities in phrenic-diaphragm
preparation of mice. The electrophysiological stuelyealed the depolarizing activity of
these toxins in the muscle fiber membrane and Hiléyaof MjTX-II to increase the
frequency of miniature endplate potentials. Theipoebation with the aqueous extract
of Casearia sylvestriseutralized both myotoxic and neuromuscular bloglactivities
of all toxins. Similarly, the pre-incubation withuramin neutralized the activities of
MjTX-II. Taken together, these findings suggest tine cell depolarization may be the
cause of then vitro neuromuscular blockade promoted by Lys49 P A herefore, a
possible explanation for the lack of both systemémirotoxicity and myotoxicity of
Lys49 PLAs was proposed based on the non-specific bindinpexe proteins with
different cell types, which inhibit their orientati to distant pharmacological sites.
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