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Resumo

Envenenamentos por serpentes constituem um risco para a satude publica relevante na América
Latina. A maior parte dos acidentes ofidicos ocorridos no Brasil é causada por espécies do
género Bothrops. Além de alteracdes sistémicas, estes envenenamentos $30 caracterizados por
lesdio tecidual local proeminente devido a mionecrose, hemorragia e edema. Lesdes musculares
agudas induzidas por estas pegonhas sao principalmente devido a fosfolipases Az (PLA2). Este
trabalho relata os danos teciduais locais induzidos pela pegonha bruta (PB) da serpente
Bothrops neuwiedi pauloensis € pot duas miotoxinas previamente isoladas (BnSP-6 ¢ BnSP-7)
desta pegonha. A pegonha bruta ¢ ambas miotoxinas causaram edema e aumento na liberagao
de creatina quinase no sangue atingindo valores méximos apds 3 horas. Estas alteracdes foram
confirmadas pelas analises morfologicas que mostraram edema, necrose ¢ inflamagdo nas
primeiras horas € regeneragdo 72 horas ap6s a inoculagdo das toxinas. Além destes efeitos 0s
musculos inoculados com PB também apresentaram hemorragia. Ambas miotoxinas induziram
aumento nos niveis de IL-1p, IL-6 ¢ IL-8 no exsudato das patas e de IL-6 e IL-8 no soro de

camundongos, com valores maximos em 3 horas ap6s a inoculag@o.

Palavras-chave: Bothrops neuwiedi pauloensis, miotoxinas, BnSP-0, BnSP-7.



vii

L INTRODUGCAQ oiieviaoeeneeeesseess s 01
1.1. Caracteristicas epidemioldgicas e biologicas do envenenamento OfidiCO covveeeeeiiiieienee 01
1.2. Alteracdes teciduais locais induzidas pelo envenenamento DOTOPICO ..cc.o.vrrrenrsesseeees 02

13. Caracteristicas estruturais e funcionais das PLA,s: principal grupo responsavel pelas

alteracdes teciduais locais apos 0 envenenamento BOTOPICO .o.oirirmeiniimmnie e 07
1.4. Importancia de se estudar o mecanismo de agi0o de PLADS .o 09
9. MATERIAL E METODOS .....ooiiiinimmniser s 11
2.1. Obtencio da pegonha total de Bothrops neuwiedi pauloensis € das miotoxinas (PLA3s
BT L) BT REEEE R 11
D0 ATIITTIALS +rvvoeveereresneesseseeeseeessessas s 11
7 3. Determinago quantitativa de ProtefNas ... 12
2 4. Atividade edematogenica .......cccoeveeenes e —————— s 12
7 5. Estudo do efeito miotéxico em misculo GASLIOCNEMIO L.vvvvcieciinmrsei s 12
7 .5.1. Atividade miotéxica analisada por dosagem de creatina quinase no plasma ................ 12
5 52 Analise morfoldgica por microscopia OPHCA ovvvevrererrsnmssressressams s 13
2.6, QUANTFICAGHD A CHOCINAS vvvrescvrvssresssssineees s 14
D7 ANALSE ESTAHSICA 1.vorvesererseresermmsorsssetrsss st 15
3. RESULTADOS .oovooeeesseeeesneesssssesssssesssss s s 108000 16
3 1. Atividade €demaLOZRIICA ...rvvssrerssrrisserrsssess s 16
3.2. Estudo do efeito miotdxico em MUSCUI0 GASTTOCHIBITIO «ovvvisisrremsesssrsessessssnse s 18
3.2.1. Atividade miotoxica analisada por dosagem de creatina quinase (CK) no plasma ....... 18
3.2.2. Analise morfolégica por IICTOSCOPIA OPLCA ovvvvsersriscussrmssissrsseis s 20
3.3, QuUANtificagAo de CHOCINAS ..ovuuuuuusrissrerrrrsesemsimmss s 27
B DESCUSSAO oooeeeeeoveeessssessssseseeeees s i 30
5. CONCILUSAQ w.oooooooeseeeetesessessssssss s 34

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ot 35



viil

LISTA DE ABREVIATURAS

Asp: Aspartato

BSA: Soroalbumina bovina

CK: Creatina quinase

ELISA: Enzyme Linked Immunoasarbent Assay (Ensaio Imuno-enzimatico)
Lys: Lisina

PB: Pegonha bruta

PBS: Tampio fosfato de sodio

PLA,: Fosfolipase Az

rpm: Rotag3es por minuto

SDS: Dodecil sulfato de sédio

v/v: volume por volume



1. INTRODUCAO

1 1. Caracteristicas epidemioldgicas e bioldgicas do envenenamento

ofidico

Os acidentes ocasionados por animais pegonhentos constituem problema de saude
publica (Soerensen, 1990) nos paises tropicais em desenvolvimento, dadas a incidéncia, a
gravidade e as seqticlas deixadas nos acidentados (Barraviera, 1991; Pinho & Pereira, 2001). No
Brasil, ocorrem entre 19.000 a 22.000 acidentes ofidicos por ano, com letalidade ao redor de
0,45% (Ministério da Saude, 2001).

Das 11 familias de serpentes conhecidas no mundo, nove sio encontradas no Brasil,
sendo as principais Boidae, Colubridae, Elapidae e Viperidae. Destas, somente a Elapidae ¢ a
Viperidae sdo consideradas pegonhentas. A familia Viperidae, maior responsavel pelos acidentes
ofidicos (Barraviera, 1990), ¢ representada por trés géneros, Lachesis, Crotalus e Bothrops,
serpentes conhecidas popularmente como SUrUCUCus, cascavéis e jararacas, respectivamente.

As serpentes do género Bothrops sp. s30 as principais responsaveis por acidentes ofidicos
no Brasil (90%), mas com reduzidos indices de letalidade (Ministério da Satde, 2001; Silva et al.,
2003).

A subespécie Bothrops neuwiedi pauloensis, conhecida como jararaca pintada ou boca de
sapo, descrita por Amaral em 1925, habita preferencialmente areas secas, campos € cerrados
(Peters & Orejas, 1970). Uma revisio sistematica do complexo Bothrops neuwiedi foi realizada
por Silva (2000) e resultou na modificagio das doze subespécies existentes para sete espécies
distintas. Nessa reclassificagdo Bothrops neuwiedi pauloensis passou a ser denominada Bothrops
pauloensis. Esta nova classificacdo foi aceita pela Sociedade Brasileira de Herpetologia — SBH
(2005). A serpente Bothrops pauloensis ¢ encontrada nos estados de Sdo Paulo, Sul de Goias e
Tridngulo Mineiro (Campbell & Lamar, 1989).

A pegonha das serpentes do género Bothrops induz um quadro fisiopatologico caracterizado

por efeitos locais e/ou sistémicos (Gutiérrez & Lomonte, 1989; Kamiguti et al.,1996). Os efeitos



locais freqiientemente incluem dor, edema, hemorragia local, inflamagdo ¢ equimose
(Mandelbaum et al., 1988; Mebs & Ownby, 1990; Gutierrez & Lomonte, 1995; Voronov et al.,
1999). Este quadro clinico na maioria das vezes evolui para necrose tecidual (Gutiérrez &
Lomonte, 1989). Efeitos sistémicos sao representados por alterages na coagulagdo sanglinea,
alteragdes cardiovasculares, choque hipovolémico, alteragdes renais e hemorragias distantes dos
locais da picada tais como hemorragia gengival, macro-hemattria, hemorragia uterina e
gastrintestinal (Kamiguti et al.,1996).

Estes efeitos do envenenamento botrépico sdo atribuidos a uma variedade de toxinas
presentes na pegonha, as quais incluem metaloproteases, serinoproteases, desintegrinas,
miotoxinas, fosfolipases Aa, [-aminoacido oxidases, fosfomonoesterases, fosfodiesterases,
acetilcolinesterase, arginina esterase, hialuronidase e 5’-nucleotidase (Russel, 1980; Tu, 1988;

Meier, 1990; Stocker, 1990).

1 2. Alteragdes teciduais locais induzidas pelo envenenamento

botrédpico

A lesio tecidual local induzida pelo envenenamento botrépico caracteriza-se por
hemorragia, edema, inflamagdo ¢ mionecrose. A magnitude destes efeitos depende do tipo de
peconha, da dose inj etada ¢ do hospedeiro. Em muitos casos, 0 dano tecidual € t3o intenso, que
leva a severas conseqiiéncias como lesdo vascular e isquemia, as quais podem culminar com a
amputagdo do membro afetado (Nishioka et al., 1992). Estes efeitos sdo causados pela agao
combinada de varios componentes das pegonhas tais como metaloproteases, fosfolipases A
(PLA,s) e também pela agio de mediadores endégenos liberados pela agdo da resposta
inflamatéria (Gutiérrez, et al., 1989; Gutiérrez & Rucavado, 2000).

A necrose muscular ou mionecrose, ofcito bastante comum apos envenenamento
botrépico, pode ocorrer devido 2 acdo direta de fosfolipases A, miotdxicas sobre as membranas
plasmaticas de células musculares, ou indireta, como conseqiiéncia de lesdes vasculares €

isquemia, causadas por metaloproteases hemorragicas presentes nas pegonhas de serpentes.



O mecanismo pelo qual as metaloproteases hemorréagicas causam danos teciduais locais €
ou sistémicos se deve a sua agdo proteolitica sobre componentes da matriz extracelular e
membrana basal, que envolvem 0s capilares sanguineos. Conseqlientemente, a integridade celular
¢ comprometida ocorrendo o desenvolvimento de “gaps” através dos quais os componentes do
sangue extravasam € atingem o €spago intersticial, levando a hipdxia tecidual e,
conseqiientemente, a morte celular (Bjarnason & Fox, 1994; Kamiguti et al.,1996; Gutiérrez &
Rucavado, 2000). A agio hemorragica ¢ freqiientemente exacerbada devido a alteragdes no
mecanismo da agregagdo plaquetéria (Bjarnason & Fox, 1994, Kamiguti, et al., 2003).

Estudos para a compreensdo dos mecanismos de agdo das PLA;s de pegonhas botropicas
sobre o tecido muscular vém sendo realizados desde as duas Ultimas décadas. Alguns trabalhos
demonstraram que estas enzimas podem induzir mionecrose por agirem na membrana
sarcoplasmatica, induzindo desorganizagdo dos componentes fosfolipidicos, que permitiriam a
saida de moléculas intracelulares, como a creatina ¢ a creatina quinase (Gutiérrez et al., 19806,
Gutiérrez et al., 1989). Os efeitos celulares causados por fosfolipases Az miotoxicas, segundo
Harris (1991), sdo: (a) 0-1 hora: edema confinado ao espago extravascular; (b) 1-3 horas:
degeneragdo ¢ hipercontragao das miofibrilas e acumulo de fagdcitos na luz dos vasos sanguineos
e no espago perivascular; (¢) 3-6 horas: invasao das fibras musculares necrosadas pelas células
fagociticas, colapso do potencial das fibras musculares e rompimento da membrana
sarcoplasmatica; (d) 6-24 horas: degeneragio total das fibras musculares individuais. Estas
enzimas podem destruir 0s terminais nervo-motores dos musculos, mas nio interferem com as
arteriolas, capilares, vénulas ou nervos intramusculares, 0 que permite a regeneragdo das fibras
musculares lesionadas, por estas toxinas, a partir de células satélites.

As células satélites fazem parte de uma populagdo de células com grande atividade
mitogénica que contribuem para o crescimento muscular pds-natal, o reparo de fibras musculares
danificadas e a manutengdo do musculo esquelético adulto. S3o células indiferenciadas e
mononucleadas, cuja membraba basal estd em continuidade com a membrana basal da fibra
muscular (Harris, 2003; Foschini et al.,, 2004). Em resposta a estimulos como crescimento,
remodela¢do ou trauma, as células satélites sdo ativadas, proliferam-se € expressam marcadores
da linhagem miogénica, como MyoD, Myf-5, MNF, c-Met e Miogenina. Neste estado, também
sio denominadas mioblastos. Essas células se fundem a fibras musculares ja existentes ou s€

fundem a células satélites vizinhas para gerar novas fibras musculares. Além disso, fatores de



crescimento como HGF, FGF, IGF e TGF-p também estdo relacionados com a ativagdo € a
regulagdo das células satélites (Foschini et al., 2004 ).

O mecanismo molecular pelo qual as PLAys induzem mionecrose foi inicialmente proposto
por Gutiérrez ¢ Lomonte em 1995. Estes autores propuseram um modelo hipotético para 0
entendimento do mecanismo de agdo das miotoxinas Lys-49, que pode ser descrito da seguinte
forma: 1- ligagio da miotoxina a um sitio nao identificado localizado na membrana
sarcoplasmatica; 2- interagao cletrostatica entre o sitio catiénico da toxina e grupos carregados
negativamente na membrana; 3- penetragdo da miotoxina na bicamada lipidica por interagdo
hidrofébica mediada pela regido citotéxica da molécula; 4- penetragdo da regido citotoxica no
centro da bicamada lipidica (o efeito seria a desorganizagdo e ruptura da membrana, com
conseqiiente prejuizo na regulagio da permeabilidade seletiva); 5- grande influxo de fons célcio
¢ inicio de uma variedade de mecanismos degenerativos.

Atualmente, muitos autores buscam esclarecer uma via intracelular e um possivel sitio de
ligagdo na membrana plasmatica que poderia ser alvo dessas PLA,s. Dessa forma, vérios estudos
visam identificar na estrutura das PLA,s residuos de aminoacidos especificos que estariam
envolvidos no reconhecimento celular, permitindo agdo catalitica local da enzima a fim de iniciar
o processo de transdugao de sinais, o que levaria a formagdo de mensageiros celulares que
modulariam a agdo dessas enzimas a0 nivel celular. Kini (2003) propds que as diferentes ag0es
farmacolégicas induzidas pelas PLAs s¢ devem a capacidade que estas enzimas possuem de se
ligar com alta afinidade a aceptores celulares, por meio de interagdes idnicas, hidrofébicas e de
van der Waals. Uma vez ligada ao seu alvo, essas enzimas podem induzir seus efeitos
farmacolégicos por mecanismos dependentes ou independentes de sua atividade catalitica.
Devido ao largo espectro de alvos especificos em varios tecidos e 6rgdos, a identificagdo destes
sitios farmacoldgicos presentes na estrutura dessas enzimas se¢ torna um campo vasto de
investigacdes para as areas da saude e biotecnologia.

Envenenamentos botrépicos também sdo caracterizados pelo rapido desenvolvimento de
edema e inflamagdo no local da picada. O edema induzido pelas pegonhas de scrpentes €
bioquimicamente heterogéneo ¢ pode agravar ainda mais o dano tecidual local. Em maior
magnitude, o edema pode acentuar 0 efeito hipovolémico € hipotensivo da pegonha e culminar em
choque cardiovascular (Lomonte et al., 1993). O edema ¢ provavelmente causado pelo efeito direto

de toxinas hemorragicas nos vasos sangiifneos, induzindo a liberagdo de mediadores endogenos,



como a histamina, cininas, prostaglandinas, devido a acdio de componentes da pegonha em
mastécitos, cininogénio € fosfolipidios, respectivamente. Além disso, fosfolipases Ay, esterases ©
aminas biogénicas podem estar envolvidas na indugdo do edema (Gutiérrez, 1990).

Entre os varios mecanismos descritos na inducdo do edema podemos citar: a degranulag@o
de mastocitos, com liberagdo de histamina e serotonina, recrutamento  de  células
polimorfonucleares, com formagdo de radical superdxido, produgdo de prostaglandinas ¢
leucotrienos (LTB4), liberagdo de bradicinina e oxido nitrico, potencializaggo da atividade da
bradicinina por peptideos inibidores da enzima conversora de angiostensina, ativagdo do sistema
complemento e liberagdo das anafilotoxinas C3a e C5a (Lomonte et al., 1993).

A resposta inflamatéria que se estabelece logo apds o envenenamento também € de
relevancia para o progresso da lesio tecidual. A inflamagdo é a reagdo do organismo a invasdo por
agente infeccioso, por desafio com antigeno ou mesmo apenas uma lesio fisica. A resposta
inflamatéria compreende trés eventos principais: (1) aumento do suprimento sangiiineo para a
4rea; (2) aumento da permeabilidade capilar, ocasionado pela retragdo das células endoteliais, com
conseqiiente escape de moléculas maiores, permitindo, entdo, que 0S mediadores soluveis da
imunidade atinjam o local da infecgdo; (3) migragdo de leucdcitos dos capilares para oS tecidos
circundantes, sendo que na fase inicial da inflamagdo, o0s neutrofilos sdo particularmente
prevalentes e, mais tardiamente no processo, os mondécitos e linfécitos também migram para o
local inflamado. (Roitt et al., 2003; Rosenfeld, 1971).

Dependendo da sua duragdo, as inflamacdes podem ser divididas em agudas e cronicas.
Assim, as inflamagdes que duram desde poucos minutos até poucos dias sio chamadas de agudas,
enquanto as que persistem por semanas ¢ meses sio chamadas de cronicas. Do ponto de vista
funcional e morfolégico, as inflamagdes agudas caracterizam-se pelo predominio de fendmenos
exsudativos, ou seja, consequientes alteragdes na permeabilidade vascular, permitindo o acumulo
de liquido na regido inflamada (edema), fibrina, leucdcitos, especialmente neutrofilos, €
hemacias. Nas inflamagdes cronicas, além destes elementos, oCOITe proliferagdo de vasos,
migragdo e prolifera¢ao de monbcitos e linfécitos (Montenegro et al., 1999).

A resposta inflamatéria envolve a sinalizagdo entre os varios leucécitos, além das células

teciduais, que ocorrem tanto por interacbes diretas célula-célula, envolvendo moléculas da

superficie celular, quanto por citocinas. (Roitt et al., 2003).



As citocinas sdo pequenas “‘proteinas mensageiras” (8-80 kDa), mediadores soluveis da
comunicac3o intercelular que, em associacdo aos hormonios € neurotransmissores, constituem
uma linguagem quimica de sinalizagio que controla o desenvolvimento, 0 reparo tecidual e a
resposta imune em organismos multicelulares. Paralelamente a outros sinais oriundos do contato
célula-célula ou célula-antigeno, as citocinas propiciam uma rede de controle das respostas
imunes inatas ¢ especificas, incluindo a inflamagdo, a defesa contra infecgdes virais, a
proliferagdo de clones especificos e células T e B ¢ 0 controle de suas fungdes. Elas atuam
através da ligagdo a receptores especificos na membrana celular, estabelecendo uma cascata que
leva 3 indugdo, ao favorecimento ou 3 inibi¢do de inmimeros genes citocina-regulados no nucleo
celular (Roitt et al., 2003).

A lesio tecidual local observada no envenenamento botropico desencadeia uma cascata de
eventos iniciados pelo  recrutamento de leucécitos para o local da picada.
Leucdcitos ativados liberam um amplo espectro de citocinas tais como IL-1, IL-6 ¢ IL-8, que
amplificam a resposta inflamatdria contribuindo para 0 processo de necrose (Voronov et al.,
1999).

A IL-1 ¢ produzida principalmente por fagocitos mononucleares (macroéfagos e
monécitos) e ocorre em duas formas moleculares: IL-1a ¢ IL-1p (Voronov et al., 1999; Roitt et
al., 2003). Apesar da baixa homologia entre as duas formas (menos de 30%), se ligam ao mesmo
receptor e desencadeiam atividades bioldgicas semelhantes (Cybulsky et al., 1998). A IL-1 atua
na ativacio de linfécitos, estimulagao de macréfagos e adesdo de leucdcitos e células endoteliais.
Além disso, ela regula a sintese de prostaglandinas, IL-6 € IL-8 (Roitt et al., 2003).

A IL-6 é produzida por células T ¢ B (linfécitos T e B) e macréfagos. Na imunidade inata,
a TL-6 estimula a sintese de proteinas da fase aguda por hepatdcitos durante 0 Processo
inflamatério. Na imunidade adaptativa, ela estimula o crescimento ¢ diferenciagdo de linfocitos B
(Roitt et al., 2003).

A IL-8 ¢ liberada pelos mondcitos € atua na ativagao de neutrofilos, na quimiotaxia, na
angiogénese ¢ na liberagdo de granulos e superdxidos (Sandra et al., 1995).

Além da acdo das citocinas, a resposta inflamatéria ¢ mediada por uma variedade de
moléculas tais como prostaglandinas, radicais de oxigénio, o6xido nitrico, tromboxanas,

leucotrienos e fator de agregagdo plaquetaria (PAF). Estes mediadores sdo liberados por



macréfagos, neutréfilos, mastécitos, eosindfilos, basofilos, linfocitos e plaquetas (Voronov et al.,

1999).

1.3, Caracteristicas estruturais e funcionais das PLAs: Principal

grupo responsdvel pelas alteracdes teciduais locais apés o

envenenamento botrépico

As fosfolipases A, (PLA;s) sdo enzimas de grande interesse médico-cientifico, devido ao
seu envolvimento em grande variedade de doengas inflamatérias humanas e nos envenenamentos
ofidicos ¢ de abelhas. Possuem importantes papéis no catabolismo de lipideos da dieta ¢ no
metabolismo geral de lipideos estruturais de membranas celulares. Com a agdo dessas enzimas,
os fosfolipideos sd3o hidrolisados, desestruturando a membrana e comprometendo a sua
permeabilidade seletiva. A hidrélise ocorre especificamente na ligagdo 2-acil éster de 3-sn-
fosfolipideos, liberando 4cidos graxos livres e lisofosfatideos (Ami & Ward, 1996; Kini, 2003).
Os 4cidos graxos liberados, como 4cido araquidonico e &cido oléico, podem ser importantes na
estocagem de energia. O acido araquidénico pode também funcionar como segundo mensageiro ¢
como precursor de eicosandides, que sao potentes mediadores da inflamagdo ¢ transdugdo de
sinais (Dennis, 1997). Estas enzimas, amplamente distribuidas na natureza, sdo encontradas tanto
no interior como no exterior da célula (Dennis, 1994). As PLA,s intracelulares estao
frequentemente associadas a membranas e envolvidas com o metabolismo de fosfolipideos e
outras fungdes celulares (Mukheerjee et al., 1994). As extracelulares sdo amplamente distribuidas
em secregdes pancredticas, exsudados inflamatérios e nas pegonhas de serpentes e artropodes.

De acordo com Six e Dennis (2000) e Ward et al. (2001) as fosfolipases Aa extracelulares
foram divididas em dez classes I a XII, com base no numero de residuos de aminoacidos ¢
posigdo das ligagdes dissulfeto. As fosfolipases A, de serpentes estdo todas reunidas nos grupos I
e II, sendo estas proteinas de 119 a 143 residuos de aminoéacidos, com peso molecular variando
entre 13 ¢ 18 kDa. As enzimas da classe I sdo encontradas em pegonhas de serpentes do género

Elapidae e Hydrophidae, enquanto as da classe I s3o encontradas principalmente em pegonha de



serpentes crotalicas e viperideas (Ward et al., 2001). As enzimas da classe IIl apresentam um
menor grau de similaridade seqiiencial em relagdo as classes I e Il das PLA;s.

As PLA,s representam uma classe de enzimas versateis, considerando sua fungéo,
localizagdo, regulagdo, mecanismo de agdo, seqiiéncia, estrutura € papel dos ions metélicos
divalentes. A seqiiéncia de aminoacidos de mais de 280 fosfolipases ja foi determinada e
algumas de suas estruturas tridimensionais foram resolvidas por cristalografia de raios X e por
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (Arni & Ward, 1996; Balsinde et al., 1999; Six
& Dennis, 2000; Kini, 2003). A analise destas estruturas primarias possibilitou a sugestdo ¢ a
predicio de determinantes estruturais de algumas atividades farmacologicas (Kini & Iwanaga,
1986; Kini & Evans, 1989; Ward et al., 1988). E agora, associada com resolugdo de estruturas
tridimensionais, ampliou-se ainda mais o conhecimento das bases moleculares do mecanismo de
acdo destas toxinas.

A grande maioria das PLA,s miot6xicas isoladas de pegonhas de serpentes botropicas,
descritas até agora, sdo proteinas de caréter basico, ponto isoelétrico variando entre 7.0 € 10.0,
que possuem atividade catalitica ou “nao”, sobre substratos artificiais. As analises da composi¢do
em aminoécidos indicaram que essas miotoxinas sdo ricas em aminoacidos basicos e hidrofébicos
(Homsi-Brandeburgo et al., 1988; Selistre et al., 1990; Lomonte et al., 1990 ; Diaz et al., 1995;
Mancuso et al., 1995; Angulo et al., 1997). Apresentam também um alto nimero de residuos de
meia-cistina, o que sugere a presenca de varias pontes dissulfeto intracadeia. As PLA,s toxicas
sdo muito estaveis, provavelmente como resultado da extensa ligagao cruzada, tornando-as ativas
em uma ampla faixa de pH ¢ temperatura. Entretanto, véarias PLA;s 4cidas também ja foram
isoladas das pegonhas botrépicas (Ketelhut et al., 2003; Daniele et al., 1995).

As miotoxinas isoladas dos venenos botrépicos pertencem ao grupo II das fosfolipases €
podem ser subdivididas em dois subgrupos: (i) Asp-49 que sdo as miotoXinas com atividade
enzimatica alta, cataliticamente ativas e (ii) Lys-49 que sdo as miotoxinas que possuem baixa ou
nenhuma atividade enzimatica sobre substratos artificiais (Ownby et al., 1999). A diferenga nas
propriedades enzimaticas das duas classes de proteinas estd baseada principalmente na presenga
do residuo de aspartato (Asp) na posigdo 49 no primeiro grupo, quando comparado com a
presenca de lisina (Lys) na mesma posi¢do da cadeia polipeptidica no outro grupo. A troca de
aminoacidos é suficiente para causar a perda da habilidade da proteina em se ligar ao célcio

(Ca®"), um cofator essencial para fazer com que a enzima expresse sua atividade catalitica.



Independentemente da sua fungdo catalitica primaria, as fosfolipases A, de venenos de serpentes
podem induzir diversos efeitos farmacolégicos adicionais, como neurotoxicidade pré e/ou pos-
sinaptica, cardiotoxicidade, miotoxicidade, indugdo e/ou inibigdo da agregagdo plaquetaria,
edema, hemolise, anticoagulagio, convulsio, hipotensdo, efeito bactericida e anti-HIV (Bon et
al., 1979; Fletcher et al., 1980; Fletcher et al., 1981; Huang, 1984; Alvarado & Gutiérrez, 1988;
Lloret & Moreno, 1993; Yuan et al., 1993; Fuly et al,, 1997; Paramo et al., 1998; Ownby, 1998;
Soares et al., 1998; Fenard et al., 1999).

Durante os tltimos 15-20 anos houve um grande interesse em se estudar componentes da
peconha que sdo responsaveis pela mionecrose, resultando no isolamento e caracterizagio
estrutural e funcional de véarias PLA, miotdxicas de pegonhas do género Bothrops (Ownby, 1998;
Ownby et al., 1999; Ami & Ward, 1996; Gutiérrez & Lomonte, 1997; Andrifio-escarso et al.,
2000; Rodrigues et al., 2004).

Da pegonha de B. neuwieidi pauloensis ja foram isoladas varias PLAs. Duas fosfolipases
A, Asp-49 (Rodrigues et al., 2004), duas miotoxinas Lys-49, BnSP-6 e BnSP-7 (Rodrigues et al.,
1998) ¢ uma fosfolipase A, acida (Rodrigues, 2006).

As PLA,s denominadas BnSP-6 € BnSP-7 (Rodrigues et al,, 1998) sdo proteinas com peso
molecular entre 13,5 ¢ 14 kDa, podendo apresentar-se na forma dimérica, e suas estruturas sdo
essencialmente idénticas as estruturas das outras PLAs Lys-49 miotoxicas. Apresentam uma
composigio de aminodcidos bastante similar, com alto conteudo de residuos basicos ¢
hidrofébicos, sendo uma serina o residuo de aminoacido N-terminal. Seus pontos isoelétricos sdo
8,6 ¢ 8.8, respectivamente. Ambas sdo capazes de produzir necrose das fibras musculares de
camundongos ¢ nio apresentam atividades fosfolipasica ou coagulante (Rodrigues et al., 1998;

Soares et al., 2000; Magro et al., 2003).

1.4. A importdncia de se estudar o mecanismo de agdo de PLA:s

O reconhecimento da importancia clinica do dano tecidual local em envenenamentos tem
motivado um grande numero de estudos sobre sua patogénese. Estes podem levar a uma melhor

compreensdo dos mecanismos que levam a necrose tecidual, o que poderia inspirar a criagdo de
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novos métodos terapéuticos. Em adigdo, o entendimento do mecanismo de agdo de toxinas pode

revelar mecanismos e injuria celular e tecidual, que sdo comuns a outras condi¢des patologicas.
Este trabalho teve como objetivo estudar a patogénese da lesdo tecidual local induzida

pela pegonha bruta de Bothrops neuwiedi pauloensis e por duas miotoxinas, BnSP-6 ¢ BnSP-7,

previamente isoladas desta pegonha.
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> MATERIAL E METODOS

2 1. Obtencdo da pegonha total de Bothrops neuwiedi pauloensis e

das miotoxinas (PLAzs Lys-49)

A pegonha da serpente Bothrops neuwiedi pauloensis foi cedida pela Pentapharm do
Brasil Comércio e Exportagio Ltda. Apods a coleta, a peconha foi imediatamente dessecada a
véacuo, em temperatura ambiente € conservada a -20°C.

As miotoxinas (BnSP-6 ¢ BnSP-7) foram gentilmente doadas pelo Prof. Dr. Andreimar
Martins Soares da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da Universidade de
S0 Paulo. Estas toxinas foram obtidas a partir de dois passos cromatograficos: (1) a pegonha
bruta de B. neuwiedi pauloensis foi submetida a uma cromatografia com a resina de troca i6nica
CM-Sepharose Fast Flow, que resultou em 7 picos; o pico 7 foi recromatografado sob estas
mesmas condigdes, resultando na purificagdo da miotoxina BnSP-7 (DLsg 7,75 mg/kg); (2) o pico
6 foi recromatografado em uma coluna RP-HPLC (Shimadzu C,s Reverse Phase High
Performance Liquid Chromatography), resultando na purificagdo da miotoxina BnSP-6

(Rodrigues et al., 1998).

2.2. Animais

Foram utilizados camundongos machos da linhagem isogénica BALBc, que foram

mantidos “Ad libitum” no Laboratério de Experimentagdo Animal (LEA) da Universidade

Federal de Uberlandia (UFU).
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2.3. Determinacdo quantitativa de proteinas

A concentracdo de proteinas da pegonha bruta e das fragdes isoladas foi determinada pelo

método de Bradford (1976), utilizando como proteina padrdo a soroalbumina bovina (Sigma).

2.4. Atividade edematogénica

Essa atividade foi realizada injetando-se na pata direita de camundongos isogénicos
normais da linhagem BALBc (n=4, 18-22 g) 10 pg das miotoxinas BnSP-6 ¢ BnSP-7 ou da
pegonha bruta diluidos em 10 pl de PBS ¢ a formagio de edema foi avaliada em diferentes
intervalos de tempo (30°, 1h, 3h, 6h e 24h). O edema produzido foi mensurado (mm) utilizando-se
um paquimetro (CALIPER). A atividade edematogénica da pegonha bruta e das miotoxinas foi

expressa em termos de % de edema induzido.

2 5. Estudo do efeito miotéxico em misculo gastrocnémio

2 5 1. Atividade miotéxica analisada por dosagem de creatina quinase no plasma

Os camundongos isogénicos normais da linhagem BALBc (n=4, 18-22 g) foram injetados
intramuscularmente, no musculo gastrocnémio direito, com 25pg da pegonha bruta ou 50ug das
miotoxinas diluidos em 25 pl de PBS. Apds intervalos de 1, 3, 6 ¢ 24 horas da inoculagdo, os
animais foram sacrificados e o sangue foi coletado por pungdo cardiaca, utilizando-se EDTA, ¢
imediatamente centrifugado a 2.500 rpm, por 10 minutos a 4°C (Laborzentrifugem 2K 15-Sigma).
Os animais controles receberam somente 25 pl PBS. A atividade da enzima creatina quinase fo1
determinada utilizando-se 10 pl de plasma pelo kit CK-NAC Cinetico da Bioclin. O principio
destc método consiste nas seguintes reagdes: 1) na reagdo entre a creatina fosfato e a adenosina
difosfato (ADP), catalisada pela enzima creatina quinase, formam-se a creatina ¢ a adenosina
trifosfato (ATP); 2) o ATP formado ¢ utilizado para fosforilar a glicose, produzindo glicose 6-

fosfato (G-6-P) na presenga da hexoquinase; 3) a seguir a G-6-P é oxidada a 6-fosfogliconato na
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presenga de dicotinamida adenina dinucleotideo (NAD); esta reagdo ¢é catalisada pela glicose-6-
fosfato desidrogenase; 4) durante esta oxidagdo, a quantidade equimolar de NAD" é reduzido a
NADH aumentando a absorbancia em 340 nm. A variagio em absorbéncia ¢ diretamente
proporcional a atividade da enzima creatina quinase. O experimento consistiu em incubar 10 ul do
plasma com 500 pl do reagente de trabalho por 3 min a 37°C. Em seguida foram realizadas leituras
a 340 nm. Para leituras superiores a 250 nm foram realizadas dilui¢cdes (1/10) da amostra em
questdo e o resultado foi multiplicado pelo fator de diluigdo (10). A atividade creatina quinase fol
expressa em unidades/litro (U/L), constituindo uma unidade o resultado da fosforilagdo de um

nanomol de creatina por minuto a 25°C.

2 5.2. Andlise Morfolégica por microscopia éptica

As analises morfolégicas foram realizadas no laboratério de Anatomia Patolégica do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia com a colaboragio da professora
Dra. Tania Machado de Alcantara.

Foram utilizados camundongos machos da linhagem isogénica BALBc. Os animais
controles receberam inje¢do intramuscular, no musculo gastrocnémio esquerdo, de 25ug da
pegonha bruta ou 50 pg de cada miotoxina diluidos em 25 pl de PBS. O animais controle
receberam apenas 25 pl de PBS. Apos 1, 3, 6, 24, 72 horas, 1 e 2 semanas 0s animais foram
sacrificados e um pequeno fragmento da porgao central do musculo foi retirado e fixado em
solucdio de formalina a 10%.

Posteriormente, os musculos foram desidratados em uma série de concentragdes
crescentes de etanol (70%, 80%, 90% e 100%), diafanizados em xilol e, em seguida, incluidos em
parafina. Os blocos obtidos foram seccionados em micrétomo. Cortes com 6 um (micra) de
espessura foram aderidos a laminas histoldgicas e entdo corados com hematoxilina-eosina (HE)
ou Masson, montados com laminula, utilizando-se como meio de montagem goma de Damar,
examinados ao microscopio optico e fotografados. A coloragdio de Masson foi realizada para a
verificacdo de tecido de granulagdo (que cora em azul), que s¢ transformara em tecido conjuntivo

fibroso.
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2.6. Quantificagdo de citocinas

As dosagens de citocinas foram realizadas no laboratério de Imunopatologia do Instituto
Butantan - Sdo Paulo, com a colaboragdo da professora Dra. Patricia Bianca Clissa. Apds 1, 3, 6
e 24 horas da inoculagdo de 10ug das miotoxinas BnSP-6 ¢ BnSP-7, diluidas em 10 pl de PBS,
na pata direita de camundongos (n=3), os animais foram sacrificados e a pata retirada foi
colocada em 200pul de tampéo PBS, picotada e macerada. Posteriormente, acrescentou-se 300pl
do mesmo tampdo e centrifugou-se a amostra a 10000 rpm por 5 minutos (Laborzentrifugem 2K
15-Sigma). Os sobrenadantes foram coletados e congelados a —20°C. Além disso, o sangue
desses animais foi coletado por pungdo cardiaca e centrifugado a 2.500 rpm, por 10 minutos a
4°C (Laborzentrifugem 2K 15-Sigma), para a obtengdo do soro. As dosagens das citocinas IL-
1B, IL-6 e IL-8 no sobrenadante das patas € IL-6 ¢ IL-8 no soro foram realizadas pelo metodo de
ELISA.

Para este ensaio foram utilizados anticorpos monoclonais especificos de camundongos
(RDI) anti-citocinas IL-1B, IL-6 e IL-8 para a captura de antigenos no exsudato das patas. Os
anticorpos monoclonais anti-citocinas diluidos em PBS foram incubados durante a noite em
placas proprias para o ELISA, a temperatura ambiente. No dia seguinte estas placas foram
lavadas com PBS/Tween 0,05% por 3 vezes e bloqueadas por duas horas com uma solugdo a 1%
de BSA e 5% de sacarose em PBS. Apés este perfodo de bloqueio as placas foram lavadas
novamente com PBS/Tween e as amostras (ou a curva padrdo de citocinas) foram colocadas para
incubagdo por mais 2 horas a temperatura ambiente. Apos nova lavagem foi adicionado o
segundo anticorpo (anticorpo policlonal biotinilado anti-citocinas de camundongo - RDI) e
incubado durante 2 horas 4 temperatura ambiente. As placas foram entdo lavadas novamente e
incubadas com uma solugdo de Horseradish Peroxidase conjugada a avidina diluida em 1%
BSA/PBS, durante 20 minutos a 37°C. Apds 3 lavagens com PBS/Tween, foram adicionados
100 pL do reagente Tetrametilbenzidina (TMB® - Sigma) para revelar a reagdo. Apos cerca de
30 minutos a reacdo foi interrompida com écido sulfrico a 30% e a absorbancia lida em um
comprimento de onda de 450 nm. A concentragio das amostras foi estimada através da
comparagio com a curva padrio feita com as respectivas citocinas recombinantes, utilizadas em

uma diluigdo seriada a partir de 2000 ate 15,62 pg/mL. Os resultados da absorbancia foram
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analisados por regressio linear em um programa de anélise de curvas GraphPad Software Versdo

2.01.

2.7. Andlise Estatistica

Os resultados foram apresentados pela média + SD. A montagem dos graficos, calculos das

médias e desvios padrdes das médias foram realizadas com auxilio dos softwares Excel.
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3. RESULTADOS

3.1. Atividade edematogénica

A figura 1 mostra que houve um aumento significativo das patas dos camundongos
inoculados com pegonha bruta ou com as miotoxinas, evidenciando a presenca de edema. A
porcentagem de edema maxima obtida pela pegonha bruta foi de 79%, 30 minutos apds sua
inoculagdo, enquanto as miotoxinas BnSP-6 ¢ BnSP-7 apresentaram um aumento maximo da pata

apos 15 minutos com 50% ¢ 70%, respectivamente.
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Figura 1: Indugio de edema tempo-dependente em pata de camundongos. Ap6s a inoculagdo de 25 pg/50 pl da
pegonha bruta (PB) de Bothrops neuwiedi pauloensis ou 50 pg/50 pl das miotoxinas BnSP-6 € BnSP-7, o aumento
da 4rea da pata foi mensurado com um paquimetro e expresso em porcentagem de edema induzido. Os resultados

foram apresentados pela média = SD (n=4).
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3 2. Estudo do efeito miotéxico em misculo gastrocnémio

3 2 1. Atividade miotéxica analisada por dosagem de creatina quinase (CK) no

plasma

Atividade miotdxica foi realizada por dosagem dos niveis de creatina quinase no plasma
de animais inoculados com 25 pg da pegonha bruta (PB) ou 50 pg das miotoxinas BnSP-6 e
BnSP-7. Como apresentado na figura 2, nota-se um significante aumento na liberagdo de creatina
quinase induzido pela PB ¢ toxinas quando comparados ao controle. O pico de liberagdo foi
observado apos 3 horas da inoculagio da PB e das miotoxinas BnSP-6 e BnSP-7, correspondendo

a 607,2, 2752,3 e 4147,5 U/L, respectivamente. A atividade de CK para o grupo controle foi de

aproximadamente 47 U/L.
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Figura 2 - Niveis plasmaticos de creatina quinase (CK) obtidos do plasma de camundongos injetados com 25 pg da
pegonha bruta (PB) de Bothrops neuwiedi pauloensis ou 50ug das miotoxinas BnSP-6 e BnSP-7 no misculo
gastrocnémio, sacrificados ap6s 1, 3, 6 ¢ 24 horas. Animais injetados com 50 ul de PBS foram utilizados como

controle. A atividade foi expressa em U/L. Os resultados foram apresentados pela média = SD (n=3).
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3.2.2. Andlise Morfolégica por microscopia éptica

As figuras 3, 4 e 5 mostram cortes histoldgicos de musculo gastrocnémio de
camundongos extraidos 1, 3, 6, 24, 72 horas, 1 e 2 semanas apos a inoculagdo com PBS, 25 ug
PB ou 50 pg BnSP-6 ou 50 pg BnSP-7, realizados para o estudo mais detalhado da lesio tecidual
local provocada por estas toxinas.

Em comparagdo com o controle PBS, os musculos inoculados com a pegonha bruta (PB)
apresentaram-se edemaciados e com grande extravasamento de hemdcias, caracterizando o
quadro hemorrdgico. Apds 3 horas, observou-se um infiltrado inflamatério, composto
principalmente de neutréfilos, que aumentou progressivamente até 72 horas. A necrose tecidual
foi evidenciada principalmente entre 24 e 72 horas. A partir de 1 semana observou-se
regenera¢do de midcitos, havendo diminui¢io do edema, da hemorragia, da necrose e da
inflamagZo, que passou a ser composta principalmente por macréfagos. As células musculares em
regenera¢do mostraram-se diminuidas de tamanho e com ntcleos grandes e centrais, vesiculosos,
por vezes, com nucledlo proeminente. O processo de reparagdo das fibras musculares é seguido
por formagdo de tecido conjuntivo fibroso, evidenciado pela presenga de tecido de granulagio nas
laminas coradas pelo Masson.

As miotoxinas BnSP-6 ¢ BnSP-7 induziram alteragdes teciduais bastante semelhantes e
por isso serdo discutidas em conjunto. Em compara¢io com o controle PBS, nas primeiras 3
horas apés a inoculagdo de ambas miotoxinas o muisculo apresentou-se edemaciado (fibras
espagadas), com muitas células necrdticas e discreto infiltrado inflamatério constituido
predominantemente por neutréfilos. A partir das 6 horas, o edema diminuiu progressivamente,
enquanto o exsudato inflamat6rio aumentou também progressivamente até 72 horas, localizando-
se principalmente no endomisio. Apés 24 horas, o nimero de células necréticas diminuiu. De 72
horas a 2 semanas o infiltrado inflamatério tornou-se multifocal, sendo caracterizado
principalmente por macréfagos e o edema e a necrose praticamente desapareceram. Nesse
periodo, foram visualizados midcitos em regeneragio e presenga de tecido de granulagio

(Masson).
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Figura 3: Fotomicrografia de cortes finos transversais com 6,0 um de espessura do mtsculo gastrocnémio esquerdo
de camundongos, apos 1, 3, 6, 24 ¢ 72 horas, 1 ¢ 2 semanas . As alteragdes foram induzidas por 25ug da pegonha

bruta de Bothrops neuwiedi pauloensis dissolvidos em 50l de PBS. Aumento de 200x ou 400x.

A: PBS. 200x
B,C, D, E,F: PB = 1,3, 6, 24 ¢ 72 horas, respectivamente. 400x

G, H: PB < | e 2 semanas, respectivamente. 200x

I = Infiltrado inflamatério

H = Hemorragia

N = Necrose

E = Edema

NC = Nucleo central

TG = Tecido conjuntivo de granulagio
HE = Coloragio hematoxilina e eosina

M = Coloragao Masson
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Figura 4: Fotomicrografia de cortes finos transversais com 6,0 um de espessura do miisculo gastrocnémio esquerdo
de camundongos, apos 1, 3, 6, 24 e 72 horas, 1 € 2 semanas . As alteragdes foram induzidas por 50ug da miotoxina

BnSP-6 dissolvidos em 50ul de PBS. Aumento de 200x ou 400x.

A, C: BnSP-6 = 1 ¢ 6 horas, respectivamente. 200x
B,D, E, F, G: BnSP-6 3,24 ¢ 72 horas, 1 e 2 semanas, respectivamente. 400x

[ = Infiltrado inflamatdrio

H = Hemorragia

N = Necrose

E = Edema

NC = Nucleo central

TG = Tecido conjuntivo de granulagdo
HE = Coloragio hematoxilina e eosina

M = Coloragdo Masson
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Figura 5: Fotomicrografia de cortes finos transversais com 6,0 pm de espessura do misculo gastrocnémio
esquerdo de camundongos, apos 1, 3, 6, 24 € 72 horas, 1 e 2 semanas . As alteragdes foram induzidas por 50ug da

miotoxina BnSP-7 dissolvidos em 50ul de PBS. Aumento de 200x ou 400x.

A, B, C, D, F: BuSP-7 = 1, 3, 6, 24 horas e 2 semanas, respectivamente. 200x
E, G: BnSP-7 =» 72 horas e | semana, respectivamente. 400x

I = Infiltrado inflamatdrio

H = Hemorragia

N = Necrose

E = Edema

NC = Nucleo central

TG = Tecido conjuntivo de granulagao
HE = Coloragio hematoxilina e eosina

M = Coloragao Masson
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3.3 Quantificagdo de citocinas

Ambas miotoxinas induziram um aumento NOS niveis de IL-1p, 1L-6 ¢ IL-8 no
exsudato das patas (Figura 6) € de TL-6 ¢ IL-8 no soro de camundongos inoculados com as
mesmas (Figura 7), com valores maximos em 3 horas apos a inoculagdo. Os niveis de IL-1B
foram maiores no exsudato das patas € 08 niveis de IL-8 apresentaram-se mais elevados no

soro em relacdo as outras citocinas quantificadas.

27



28

- . FBS
— 8- BnSP6
- - —a—BASP7
E
E
=
]
- =
- \\\\\3

- Tempo (horas)

- A
1600,00 - - PBS
N 1400,00 - A — BnSP-6
/A\\ . BnSP-T
- 120000 - |
= JE
B Z 1000,00 - \\
2 s000- |
© I 1
3 eo000 \
400,00 -/ \
. 200,00 i L
ST - -
0,00
[4] 3 [} 9 12 15 18 21 24
Tempo (horas}
B
" - PBS
—=— BnSP-8
—a— BNSP7
=
£
®
g
- »
=
- ?. - \-
200 - # el =
* A »
0 e e ——
0 3 6 9 12 15 18 21 24

Tempo (horas)

Figura 6: Quantificacao de citocinas por ELISA do exsudato da pata nos intervalos de tempo de 0.5, 1, 3,6e24
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apresentados pela média = SD (n=3).
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4 DISCUSSAO

As miotoxinas botropicas induzem cérias lesdes musculares logo apés a injegao
intramuscular, caracterizadas principalmente por edema, inflamagado € mionecrose. (Guti€rrez
et al., 1989; Nishioka et al. 1992; Gutiérrez & Rucavado, 2000). Assim, a patogénese destes
efeitos vem sendo muito estudada por meio das alteragdes morfologicas € bioquimicas no
musculo afetado (Gutiérrez & Lomonte, 1995; Harris, 2003).

Neste trabalho verificou-se que tanto a pegonha bruta quanto as miotoxinas testadas
(BnSP-6 ¢ BnSP-7) foram capazes de induzir aumento significativo das patas de
camundongos, caracterizando o edema. Segundo Gutiérrez et at. (1986), as pegonhas de
serpentes do género Bothrops sd0 Capazes de induzir edema local em humanos € em animais
experimentais. O edema ¢ caracterizado pelo extravasamento de liquido pelos vasos
sanguineos, que contribui com um infiltrado inflamatorio local com a fungdo de defesa do
organismo contra a toxina inoculada. Para 7uliani et al. (2004) € Landucci et al. (1998) as
fosfolipases A, aumentam a permeabilidade microvascular e o fluxo sanguineo na pata de
ratos e camundongos causando o edema. A formagio de edema pode estar também largamente
ligada & ativagdo de mastécitos (Cirino et al., 1989; Landucci et al,, 1998). Os mastdcitos sao
células inflamatdrias, que S€ localizam proximo a vasos sangiiineos, Nervos, epitélio €
musculos lisos € expressam © liberam fosfolipases Az do tipo II, que tém 2 funcdo de modular
a degranulagdo de mastocitos (Zuliani et al., 2004). A descoberta de que a ativagdo de
mastécitos pela bothropstoxin-1, uma fosfolipase Az Lys-49 isolada da pegonha de Bothrops
jararacussu (Homsi-Brandeburgo et al.,, 1988), € inibida por heparina sugere que a carga
positiva desta toxina ¢ o principal fator responsavel por suas propriedades farmacologicas
(Landucci et al., 1998). Estudos realizados mostraram que O edema inicial (30 minutos) €
inibido por pré-tratamento cOm ciproheptadina, indicando a participagao de histamina e/ou
serotonina no Processo, enquanto o edema tardio (5 horas) ¢ inibido com pré-tratamento com
aspirina, sugerindo a participagao de prostaglandinas (Gutiérrez et al., 1986). Além disso,
Landucci et al. (1998) sugerem que 2 hidrolise de fosfolipideos pelas fosfolipases Az N0 ¢
essencial para a formagao de edema, ou seja, nas fosfolipases deve existir um dominio

farmacolégico independente do sitio catalitico (Kini & Evans, 1989; Kini, 2003), explicando
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assim a agdo das PLA,s Lys-49, catalicamente inativas, como foi demonstrado para as
miotoxinas Lys-49 BnSP-6 e BnSP-7.

Nos estudos histologicos da lesdo muscular realizados neste trabalho, 08 primeiros
intervalos de tempo apds a inoculacdo da PB ou das miotoxinas caracterizam-s¢ por edema,
necrose ¢ inflamagdo €, apenas para a PB, hemorragia. Esta hemorragia se deve a agdo de
toxinas hemorragicas presentes na pegonha (Gutiérrez, 1995) que provocam lesdes nas paredes
dos pequenos vasos sangiiineos (Oshaka et al., 1979; Ownby et al., 1990). Investigagoes tém
sido realizadas na tentativa de estabelecer s€ 0 mecanismo de extravasamento dos
componentes do sangue ocorre devido a ruptura da membrana plasmatica (hemorragia “per
rhexis”) ou através das jungdes endoteliais (_hemorragia “per diapedeses”). Na hemotragia “per
thexis” as células endoteliais sdo rapidamente afetadas devido 2 acgao proteolitica sobre
componentes da matriz extracelular, tais como colageno tipo TV, fibronectina, laminina, etc.
Conseqiientemente, 2 integridade celular ¢ comprometida ocorrendo o desenvolvimento de
“gaps” através dos quais OS componentes do sangue extravasam ¢ atingem O €spago
intersticial. Nenhuma alteragdo no espago intercelular € observada. J4 no modelo “per
diapedesis”, 0 extravasamento OCOITE exclusivamente através das jungdes endoteliais ¢ a
viabilidade celular ndo € afetada (Gutiérrez & Rucavado, 2000). No entanto, é importante
ressaltar que ambos mecanismos ja foram descritos para diferentes toxinas (Kamiguti et al.,

1996: Hati et al., 1999).

A miotoxicidade induzida por pegonhas de serpentes pode ser causada pela agao
indireta de hemorraginas, que por causarem lesdes nos vasos sangiiineos, provocam um
quadro isquémico e, conseqiientemente, morte celular; ou pode ser causada pela agdo direta de
fosfolipases Az que desestruturam  as membranas plasmaticas dessas células levando a
alteragdo da permeabilidade e, desta forma, provocam a lesdo celular. A mionecrose induzida
pela PB e pelas miotoxinas BnSP-6 € BnSP-7 inicia-se 1 hora apbs a inoculagao. Este efeito
observado nos musculos tratados com a PB também pode ser devido a agio direta dessas
PLA2s Lys49 sobre a membrana plasmatica. Acredita-se que sua agdo na membrana
plasmatica muscular se deve a regides de sua estrutura que reconhecem sitios aceptores
negativamente carregados, tanto de baixa, quanto de alta afinidade na membrana muscular, ¢ a
regides que interagem € penetram na bicamada lipidica promovendo desestabilizagdo da

membrana por meio de um mecanismo independente da acdo catalitica, praticamente ausente
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nessas proteinas. Esta agdo resulta num influxo de célcio, que inicia uma variedade de
mecanismos degenerativos, cOmMO alteragdes no citoesqueleto, danos mitocondriais, ativagao
de proteases © fosfolipases céalcio-dependentes € hipercontragao das miofibrilas, que
conseqiientemente causam mais danos celulares, levando & necrose das fibras musculares
(Harris, 2003; Gutiérrez and Ownby, 2003). Esta mionecrose causada pela PB e pelas
miotoxinas também foi comprovada por dosagens dos niveis de cretina quinase no soro de
camundongos injetados com estas toxinas. A enzima creatina quinase € encontrada em altas
concentragdes nos musculos cardiaco € esquelético € no cérebro. Assim, quando 0 tecido
muscular & lesionado de alguma forma 0s niveis de CK no sangue s¢ clevam. As miotoxinas
BnSP-6 ¢ BnSP-7 induziram uma maior liberagio da enzima creatina quinase em relagdo a
pegonha bruta.

Nossos estudos histolégicos, assim €omo €m outros estudos (Guticrrez et al.,, 1991;
Gutiérrez & Lomonte, 1989; Harris, 1991), mostraram ainda que a mionecrose ¢ seguida da
{nvasdo em abundancia de infiltrado inflamatorio no musculo afetado (a partir de 3 horas ap0s
a inoculagdo), caracterizado por leucdcitos polimorfonucleares, principalmente neutréfilos,
nas primeiras horas, € mais tarde por macrofagos, resultados também encontrados por
Gutiérrez et al. (1991). Os neutrofilos e macrofagos recrutados exercem um papel fundamental
para a regeneragdo, removendo, aos poucos, as células necroticas (Gutiérrez and Ownby,
2003).

As analises histologicas revelaram tambeém que O tecido muscular inoculado com a
pegonha bruta ou miotoxinas tem a capacidade de regeneragdo de suas fibras apos 72 horas da
inoculagdo das amostras. E possivel que a propria pegonha ¢ toxinas iniciem um Vigoroso
processo regenerativo das fibras musculares devido as suas propriedades quimiotaticas,
recrutando macrofagos € ativando células satélites. As células satélites estdo localizadas entre
a2 membrana plasmatica © a lamina basal das fibras musculares e s30 precursoras das células
musculares regeneradas. Estas células sdo muito resistentes a agressoes de varias naturezas
diferentes, permanecendo intactas a0 ataque, por exemplo de fosfolipases Az, € 530 ativadas €
entram em divisio durante 0S processos degenerativos. A eficiéncia da circulagdo local
também ¢é essencial para que a regeneragao muscular seja completa, uma Vez que ela permite a
chegada na regido lesionada de macrofagos, que irdo fagocitar as células necroticas, © de

qutrientes € O, para suprir a intensa atividade metabdlica da fase de regeneragéo (Harris,
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2003). Uma vez que 4 PB causou hemorragia intensa, COmMo mostrado anteriormente, 2
reinervagdo € a regeneragao dos vasos sangiiineos no musculo sdo essenciais para 0 processo
de regeneragao (Vignaud et al., 2005; Harris, 2003). Além disso, neste processo mais lento de
regeneragdo € comum 0 aparecimento de muitos fibroblastos € fibrose (Gutiérrez & Lomonte,
1995). Ja as miotoxinas ndo causam lesdo nos vasos sangiiineos, nos nervos ou na lamina
basal, que permanece intacta na periferia das células musculares, favorecendo portando um
processo regenerativo rapido e eficiente também evidenciado neste trabalho.

Envenenamentos causados por serpentes do género Bothrops provocam também uma
reagio inflamatéria complexa com liberagdo e ativagdo de citocinas pro-inflamatdrias,
mediadores quimiotaticos € infiltrado celular (Voronov et al., 1999). Neste trabalho foram
realizados testes preliminares que revelaram a capacidade de indugdo da liberagao de citocinas
(IL-1pB, IL-6 ¢ IL-8) pelas miotoxinas BnSP-6 e BnSP-7. Estes resultados sdo semelhantes 2
dados encontrados por Zuljani et al.(2004), Chacur et al. (2004) e Zamuner et al. (2005). Desta
forma, estas miotoxinas podem estar agindo como estimulos pré-inﬂamatérios, induzindo a
produgdo © liberagdo de citocinas pelas células inflamatdrias, que apresentam papel importante
no processo inflamatorio e, conseqiientemente, na evolugio da lesdo tecidual local. Estudos
futuros utilizando-se anticorpos anti-citocinas ou antiinflamatorios sdo de extrema importéncia

para a compreensao dos mecanismos inflamatorios induzidos por estas toxinas.
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5 CONCLUSAQO

O estudo do efeito miotdxico revelou que as miotoxinas BnSP-6 e BnSP-7 induzem

34

edema, necrose celular e grande concentracdo de infiltrado inflamatorio, induzindo também a

producdo de citocinas. Apesar destes danos causados as fibras musculares, 0 processo de

regeneragio mostrou-se bastante eficaz.

Estudos futuros mais detalhados dos mecanismos de agdo e dos efeitos causados por
estas toxinas permitirdo futuras aplicagdes na area farmacolégica, contribuindo assim com O

estudo e o tratamento de varias doengas.
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