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RESUMO
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O veneno da serpente elapidica Micrurus dumerilii carinicauda apresenta uma agao
neurotoxica caracterizada por bloqueio da resposta contratil em preparagdo de ave e
mamiferos in vitro (SERAFIM et al., 2002). Através de cromatografia em HPLC de coluna
fase reversa o veneno foi fracionado e dentre os 22 picos obtidos foram caracterizados
bioquimica e farmacologicamente somente aqueles que exibiram atividade neurotéxica do
tipo bloqueadora neuromuscular. Assim, os picos que exibiram atividade neurotoxica foram
a PLA,; MiDCALI correspondente ao pico 16 e duas isoformas (as subfracdes F6 e F7)
correspondentes aos picos 6 e 7 e que determinaram bloqueio neuromuscular em

preparacdes de camundongo.

A PLA,; MiDCAI, que possui massa molecular de 15.552 Da e um pl de 7.8 compartilha
uma alta homologia com outras PLA; neurotoxicas MICNI A (77,68%) e B (73,12%) do
veneno da serpente (Naja nigricollis). Em preparacdo musculo biventer cevicis de pintainho
MiDCAI (2.4 uM) induziu 50% bloqueio em 30 £ 5 min inibindo completamente a resposta
contrdtil a estimulos indiretos em 120 min de observacdo. Além disso, as contraturas
determinadas pelo carbacol (8 uM) e KCIl (20 mM) em preparacdo biventer cervicis de
pintainho permaneceram inalteradas na vigéncia do bloqueio neuromuscular completo,
sugerindo uma acdo do tipo pré-sindptica. Na preparacdo nervo frénico-diafragma de
camundongo MiDCAI (0.6, 1.2, 2.4 uM) induziu alteracao trifdsica na resposta contratil.
Além disso, o registro intracelular dos potenciais de placa terminal em miniatura (PPTM) e
potenciais de placa terminal (PPT) mostrou também que a MiDCALI causou uma alteracdo
trifdsica na freqiiéncia dos PPTM além de aumentar o conteido quantico do controle para
386 + 12% aos 10 min de incubagdo (n=14, p<0.05). O registro extracelular do potencial de
acdo composto do nervo cidtico de camundongo mostrou que esta neurotoxina induz um
aumento na amplitude desses potenciais (30 £ 9%, 0.6 uM, p<0.05) semelhante ao induzido
pela 3,4-diaminopiridina (3,4-DAP) 10 uM. Também ficou claro que o efeito facilitador
induzido por esta PLA, esteja relacionado ao bloqueio de canais de potdssio como
demonstrado pelo bloqueio de 31 = 1% (2.4 uM, p<0.05) das correntes de potdssio

evocadas em neurdnios do ganglio da raiz dorsal usando-se a técnica de patch-clamp.
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Ja as subfracdes ativas F6 e F7 possuem um peso molecular de aproximadamente 14 kDa
como ficou demonstrado pela eletroforese em gel de poliacrilamida a 12,5 %. Em
preparagdes neuromusculares de camundongo estas duas isoformas induziram bloqueio
neuromuscular irreversivel a estimulos elétricos indiretos. Assim, um bloqueio de 50% da
resposta contrétil foi obtido em aproximadamente 18 min quando estas toxinas foram
ensaiadas a 5 pg/ml promovendo bloqueio completo em aproximadamente 55 min.
Sucessivas lavagens da preparagdo e a adicdo de neostigmina (6 uM) e 3,4-DAP (10 uM)
foram ineficazes em reverter o bloqueio neuromuscular instalado. Também ndo houve
alteracdo da resposta aos estimulos diretos nem reducdo da polaridade da membrana da

fibra muscular quando estas toxinas foram ensaiadas na concentracdo de 5 pg/ml.

Em conclusdo, a PLA, MiDCAI € uma nova neurotoxina pré-sindptica que induz alteracdo
trifdsica em preparagdes neuromusculares de camundongo promovendo uma facilitacio
inicial e fugaz possivelmente causada pelo bloqueio de canais de potdssio no terminal
nervoso motor. J4, as caracteristicas bioquimicas assim como os efeitos neuromusculares
desencadeados pelas subfragdes F6 e F7 sugerem se tratar de duas isoformas
curaremiméticas ou do tipo a-neurotoxinas, como demonstrado para outros venenos

elapidicos.
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We have isolated a new PLA, (MiDCAI) and two curaremimetic isoforms (F6 and F7)
from the venom of Micrurus dumerilii carinicauda. With a molecular mass of 15.552 Da,
MiDCAI1 shared high sequence homology with MICNI A and B from Naja nigricollis
venom showing a sequential and structural homology of 77.68 and 73.12%, respectively.
Pharmacological tests showed a concentration dependent effect on nerve evoked twitches in
both mammal and avian preparations. On mouse phrenic-nerve diaphragm preparation
MiDCAI (2.4 uM; n=6) caused triphasic changes in twitch tension. On chick preparations
complete blockade of the twitches occurred after 120 min (2.4 uM; n=6, p<0.05), while
contractures elicited by exogenous applied carbachol (8 uM) and KCl (20 mM) remained
unaltered. Intracellular recordings of endplate potentials (EPPs) and miniature endplate
potentials (MEPPs) from mouse diaphragm preparations revealed that MiDCALI increased
quantal content to 386 = 12% of control after 10 min, (n=14; p<0.05) and caused a triphasic
change in the frequency of MEPPs. Extracellular recordings of mouse sciatic-nerve
compound action potentials revealed that MiDCALI increased the amplitude of compound
action potentials (30 = 9%, 0.6 uM, p<0.05). Potassium currents elicited in freshly
dissociated DRG neurones were significantly blocked by 31 + 1% (p<0.05) of control by
the addition of 2.4 uM into the recording chamber.

In addition, isoforms F6 and F7 exhibit a molecular mass of aproximatellyl4 kDa
demonstrated by polyacrilamide gel electrophoresis. These isoforms (5 pug/ml) induced
50% blockade of indirect stimulation in phrenic nerve-diaphragm preparation, in
approximately 18 min and complete blockade in 55 min. Nor successive washes nor
neostigmine (6 uM) or 3,4-DAP (10 uM) were able to reverse the blockade. In addition,

there is no depolarisation of muscle fibber when these isoforms were assayed at 5 pg/ml.

In conclusion, MiDCALI is a new presynaptic PLA, that produce triphasic alterations in
mammal neuromuscular preparations and the falicitatory actions are possibly caused by
blockade of an as yet unknown class of nerve-terminal potassium channels. The two
isoforms F6 and F7 need further evaluation but the biochemical and pharmacological
results obtained suggest certain similarity with other curariform neurotoxins or

ol-neurotoxins.
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1.1- CARACTERISTICAS GERAIS DOS VENENOS OFiDICOS

Cerca de 90% a 95% do peso seco do veneno de serpente € constituido de
proteinas que sdo mais importantes em termos biolégicos do que a fracdo ndo protéica

(TU, 1982).

Os venenos de serpentes apresentam-se como uma mistura heterogénea e
complexa de substincias 10nicas simples como o calcio, que € um importante cofator de
acdo de algumas enzimas proteoliticas e das fosfolipases A, 0 magnésio e o zinco que
também sdo {ons importantes para a acdo das principais metaloproteases do veneno, como
as hemorraginas, e substancias complexas como as proteinas, principalmente as enzimas e
as neurotoxinas que atuam sinergicamente e que sao responsaveis pela atividade téxica do

veneno (TU, 1977; JIA et al., 1996).

Dentro dos compostos simples ha vdarias substancias organicas como
aminodcidos livres, peptideos, nucleotideos, carboidratos, lipidios e aminas biogénicas,
como a bradicinina, histamina, 4-hidroxitriptamina, N-metil-5-hidroxitriptamina,
N’- N’- dimetil-5-hidroxitriptamina e serotonina que atuam como mediadores da dor

desencadeada pelo veneno das serpentes (FERREIRA et al., 1992).

Do ponto de vista bioquimico sd@o encontradas cinco classes de enzimas nos

venenos de serpentes sendo a maior parte delas de natureza hidrolitica:

1) Oxidoredutases: responsiveis pelas reacdes de oxidagdo, tais como as
L-aminoécido-oxidase e a lactato desidrogenase (MEBS, 1970). As L-aminoédcido oxidases
convertem o aminodcido livre em um a-cetodcido. Muitos venenos de serpentes possuem
as L-aminodcido oxidases muito ativas devido a presenca de seu cofator, a riboflavina
enzima que dd a cor amarela do veneno seco, embora sua atividade bioldgica ainda nao seja

conhecida.

As L-amino oxidases (LAO) sdo capazes, em determinadas condigdes
experimentais, de induzirem agregacdo plaquetdria (LI et al., 1994), e a apoptose em
determinadas células (SUHR e KIM, 1996). Além disso, o veneno de algumas serpentes

catalisa a conversao do lactato a piruvato (MACLEAN et al., 1971). A presenca da lactato
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desidrogenase foi demonstrada em varios venenos principalmente nos de serpentes do

género Naja e Dendroaspis.

2) Hidrolases: sdo enzimas que hidrolisam ligacdes fosfomonoéster e
fosfodiéster. As mais conhecidas sdo as fosfodiesterdses que sdo largamente utilizadas no
seqlienciamento  ou  caracterizagdo de oligonucleotideos e  polinucleotideos
(LASKOWSKI, 1971). A 5-nucleotidase é uma fosfatase especifica encontrada na maioria

dos venenos de serpentes e € mais instavel do que as fosfodiesterases (MEBS, 1970).

Existem também as fosfatases ndo especificas que sdo divididas em duas
categorias de acordo com o pH 6timo de atividade enzimadtica: as fosfatases dcidas que
possuem um pH 6timo em torno de 5,0 e as fosfatases alcalinas com um pH 6timo em torno
de 8,5 (TU e CHUA, 1966). A ultima classe das fosfatases é a das endonucleases
especificas para o RNA (4cido ribonucleico) e para o DNA (4cido desdxiribonucleico). Sdao

enzimas relativamente mais estaveis do que as outras fosfatases (WILLIANS et al., 1961).

3) Glicosidases: a hialuronidase é uma enzima que catalisa as reacdes de
hidrélise do &4cido hialur6bnico que € um mucopolissacarideo presente na pele, tecido
conjuntivo e nos tenddes. Esta enzima tem por funcdo facilitar a difusdo das toxinas do

veneno para dentro dos tecidos de suas vitimas (MAYER et al., 1960).

4) Proteases: as proteases encontradas no veneno das serpentes podem ser
agrupadas em dois grandes grupos: as endopeptidases e as exopeptidases
(IWANAGA et al., 1976). As proteases presentes no veneno total ndo sdo responsaveis pela
acdo toxica do veneno relacionado a danos, tais como: as hemorragias e as necroses
teciduais. Assim, vérias metaloproteases tém sido isoladas de diferentes venenos e
caracterizadas como hemorraginas. As metaloproteases sdo de dois tipos, conforme a
especificidade do substrato: enzimas de alta especificidade de substratos que induzem
hemorragia quando injetadas em animais (MANDELBAUN et al., 1976; MORI et al.,
1987; SANCHES et al., 1987; TU, 1982); e outras proteases que nao induzem hemorragia e
também ndo possuem especificidade em relacdo ao substrato (ASSAKURA et al.,1985;
MANDELBAUM et al., 1976; SANCHES et al., 1987; TU, 1982).
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5) Lipases: sdo enzimas responsaveis pela degradacdo de lipidios e sdo
comumente encontradas nos venenos de serpentes. Sdo representantes deste grupo de
enzimas as fosfolipases e as acetilcolinesterases, sendo as fosfolipases A, (PLA;), as

enzimas mais estudadas.

1.2- FOSFOLIPASES

As fosfolipases sdo enzimas estereoliticas que catalisam a hidrélise dos
glicerofosfolipideos. Essas enzimas sdo separadas em vdrias classes de fosfolipases
baseadas no sitio de hidrdlise, nomeadas Aj, A;, B, C e D. As enzimas fosfolipases A,
(fosfatidil-acil-hidrolase, EC 3.1.1.4) hidrolisam os 3-sn-fosfoglicerideos na posi¢do 2 na
ligacdo acil-éster (Fig. 1) liberando acidos graxos e lisofosfolipideos. Elas estdo presentes
no pancreas de mamiferos e em venenos de animais. As enzimas pancreaticas de mamiferos
possuem uma funcdo digestiva, enquanto as enzimas PLA, de venenos mostram uma

grande variedade de efeitos farmacolégicos (KINI, 1997).

Fosfolipase B - - — - - - Fosfolipase A4

»
b
y

Fasfaﬂ]ﬁas@ As

HCH —D—i—ﬁ. 1

I
Ro—C—-0O—-CH Fosfolipase C

R2 e R1 sio cadeias de hidrocarbonetos ﬁ

dos acidos graxos. HCH=-O= P-0—X
X=grupamento polar tais como: =
CH,CH,N(CCH;); na fosfatidilcolina i
CH,CH,NH, na fosfatidiletanolamina Fosfolipase D
CH,CH(COOH)NH, na fosfatidilserina

Figura 1- Sitio de hidrélise das fosfolipases (KINI, 1997).

Introdugdo Geral

55



A reacao catalisada pela PLA; € dependente de cdlcio e proporciona a liberagao
de 4cidos graxos e lisofosfatideos (HANAHAN, 1971). As PLA; sdo consideradas como
modelos nos processos cataliticos que se desenvolvem na interface lipideo/dgua, pois atuam
preferencialmente em substratos agregados como micelas, bicamadas ou lipoproteinas. Isto
explica a ampla distribuicdo das PLA, com participagdo em inimeros processos

fisiopatoldgicos e/ou fisiologicos (FLEER et al., 1981).

As fosfolipases A, também t€m grande importincia nos processos de
fertilizacdo (FRY et al., 1992); proliferacao celular (ARITA et al.,1991); contracdo da
musculatura lisa (NAKAJIMA et al., 1992); hipersensibilizacdo e processos inflamatdrios

cronicos (VADAS et al., 1986; VADAS et al., 1993).

As enzimas PLA; de mamiferos t€m um importante papel na manutengdo dos
depdsitos de fosfolipidios € no reparo da membrana plasmdtica através das vias de

deacilacdo/reacilagao (DENNIS et al., 1991, KUDO et al., 1993).

Apesar da gama extensa de atividades farmacoldgicas desencadeadas pelas
PLA, do veneno de serpentes, estes efeitos aparentemente ndo t€m correlagdo direta com a
atividade catalitica da enzima e ndo sdo correlaciondveis com suas diferencgas estruturais,
pois se observa uma grande homologia seqiiencial destas enzimas, que mostram também
grande similaridade estrutural. Desta forma, a correlacdo estrutural e funcional destas

enzimas € extremamente dificil.

1.3- CLASSIFICACAO DAS FOSFOLIPASES A,

Existem vérias formas de se classificar as PLA,. De acordo com o seu peso
molecular as PLA; podem ser divididas em dois grandes grupos: uma de alto peso
molecular e uma de baixo peso molecular. As PLA; de alto peso molecular estdo bem
caracterizadas e podem ser subdivididas do ponto de vista catalitico em dois grandes
subgrupos: as que necessitam de cdlcio para a sua atividade e as que ndo necessitam

(KINI, 1997). Dentro do grupo de PLA; de alto peso molecular pode-se colocar as PLA,
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classe V isoladas do musculo cardiaco de caes, e as PLA; da classe IV que engloba as PLA,

citossolicas de células de mamiferos (DENNIS, 1994; KINI, 1997).

De acordo com KINI (1997) as PLA, de baixo peso molecular podem ser
subdivididas em quatro grupos. As fosfolipases A, do grupo I englobam as isoladas dos
venenos elapidicos, hidrofidicos e as isoladas do pancreas. Estas enzimas contém cerca de
115-120 residuos de aminodacidos e sete pontes de dissulfetos. As PLA; do grupo II sdo
encontradas no veneno de serpentes crotélicas e viperidicas e em células humanas como as
plaquetas. Estas enzimas possuem cerca de 120 a 125 residuos de aminodcidos e sete
pontes de dissulfetos. Fazem parte deste grupo as enzimas PLA, miotéxicas, ASP 49 (D49)
e Lys 49 (K49), que possuem uma atividade enzimadtica baixa ou residual. As fosfolipases
do grupo I podem ser subdivididas em cinco subgrupos e as do grupo Il sdo divididas em
seis subgrupos; estas subdivisdes levam em conta basicamente os aspectos particulares de
cada subgrupo e a presenca de pontes de dissulfeto. As do grupo III englobam aquelas
isoladas de abelhas e, diferentemente das outras classes de PLA,, sdo glicoproteinas
contendo de 130 a 135 residuos de aminodcidos. Além disso sua homologia com as outras

PLA, é baixa.

As PLA; do grupo IV podem ser consideradas as mais recentes dentro da
familia das PLA,, do ponto de vista estrutural. Estas PLA, t€ém duas cadeias polipeptidicas:
uma londa com 77 residuos de aminoacidos e uma curta com 42 residuos de aminoécidos
ligados por pontes dissulfeto intercadeias. Estas enzimas mostram dependéncia de Ca*™

para a sua atividade (MCINTOSH et al., 1995).

A unidade catalitica das PLA, € constituida pelos residuos de aminodcido
His-48 (posi¢do 48 da cadeia polipeptidica), Asp-99 e uma molécula de dgua (Fig.2). No
mecanismo de catdlise proposto, o préton na posi¢dao 3 do anel imidazélico da His-48 estd
envolvido em uma forte interacdo com o grupo carboxilato do Asp-99, impedindo que
ocorra rota¢ao do anel imidazoélico, deixando o nitrogénio na posicao 1 deste anel (que esta
envolvido na catdlise) em posi¢do espacial apropriada. Uma molécula de dgua promove
entdo o ataque nucleofilico ao carbono do grupo éster do substrato e, nesse momento, 0
anel imidazo6lico da His-48 recebe um préton da molécula de dgua, facilitando a reagdo.

Ap6s a hidrdlise da ligacdo acil-éster na posi¢ao sn-2 do fosfoglicerideo (substrato), este
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préton € doado pelo anel imidazdlico para o oxigénio que forma entdo o grupo dlcool do
lisofosfolipideo a ser liberado (VERHEIJ et al., 1980). O mecanismo catalitico das PLA, de
baixo peso molecular (14 kDa) envolve residuos que participam da alca de ligacdo para
fons Ca*” nas PLA, cléssicas que sdo, Tyr-28 (posi¢do 28 na cadeia polipeptidica), Gly-30,
Gly-32 e Asp-49. No mecanismo de catdlise o cdlcio tem dupla funcdo: fixacdo do
grupamento fosfato do fosfolipideo e estabilizacdo da carga negativa do oxigénio do grupo
carbonil da ligacdo éster da posi¢do sn-2 do substrato (YANG, 1994). A amida NH da
Gly-30 também foi sugerida como um fator importante na estabilizacdo do estado de

transicdo (VERHEIJ et al., 1980).

Figura 2- Representacdo esquemadtica do mecanismo catalitico proposto para as PLA,

(VERHEL et al., 1980).
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A PLA,; é uma enzima digestiva produzida pelas glandulas de veneno da
serpente justamente como as produzidas pelas glandulas salivares humanas. As PLA; s@o o
componente mais letal do veneno de serpentes. Além de sua atividade especifica na
digestdao de lipidios, elas mostram uma gama variada de acdes farmacoldgicas tais como:
neurotoxicidade pré e pods-sindptica, edematogé€nica, miotoxicidade, atividade

anticoagulante (Fig. 3) (KINI, 1997; KAISER et al., 1990).

Neurotoxicidade
Neurotoxinas Pré-sinépticas
Neurotoxinas Pds-sindpticas
Miotoxicidade
Mionecrose local
Mionecrose Sistémica
Cardiotoxicidade
Efeito anticoagulante
Iniciador da agregacao plaquetaria
Inibidor da agregacao plaquetaria
Atividade hemolitica
Hemorragia interna
Atividade anti-hemorragica
Atividade convulsionante
Atividade hipotensiva
Atividade edematogénica

Lesao de orgaos e tecidos

Figura 3- Efeitos farmacoldgicos das enzimas PLA; isoladas do veneno total de serpentes.
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Os feitos farmacoldgicos observados em decorréncia da a¢do das PLA; ndo sdo
necessariamente causados apenas pela hidrolise de fosfolipideos de membranas bioldgicas.
As PLA, parecem apresentar, além do sitio catalitico caracteristico, sitio(s)
farmacoldgico(s) distintos (s) do catalitico (YANG, 1994). Existe um modelo para explicar
os efeitos farmacoldgicos das PLA, que distingue nesta enzima os sitios catalitico e
farmacoldgico. O sitio farmacoldgico da enzima teria alta ou baixa atividade por
determinado sitio-alvo presente na membrana celular. A presenca do sitio-alvo distinguiria
uma célula-alvo de uma célula ndo-alvo. Isso determinaria se a ligacdo da enzima a célula
seria especifica (presenca do sitio alvo, alta especificidade), ou ndo especifica (auséncia do
sitio alvo, baixa especificidade, ocorre apenas quando ha excesso de enzima). Depois da
ligacdo inicial da PLA, ao seu alvo especifico, a enzima induz varios efeitos
farmacoldgicos por mecanismos dependentes ou independentes de sua atividade enzimaética
(KINI e EVANS, 1989). Nao h4 correlacdo entre a atividade enzimatica e farmacoldgica.
No entanto, nos casos onde os efeitos farmacoldgicos sao independentes da atividade
enzimatica, a atividade catalitica pode aumentar a poténcia da atividade farmacoldgica. A
substituicdo de alguns residuos de aminodcidos na enzima, como a do radical histidina,
pode alterar a eficiéncia catalitica e entdo refletir na alteracdo da poténcia farmacoldgica

(KINI, 1997).

As PLA; de venenos de serpentes e as enzimas PLA; que atuam nos processos
fisiolégicos embora possuam similaridades estruturais e cataliticas, diferem quanto as
acoes. As de veneno causam destruicdo por interferir em processos fisioldgicos da vitima,
induzindo uma variedade de efeitos farmacoldgicos complexos, ainda ndo totalmente
esclarecidos. Um melhor entendimento poderia contribuir para clarificar este complexo

fendmeno.

1.4- NEUROTOXINAS

De acordo com TU (1977) as neurotoxinas podem ser classificadas em dois
grupos:

Inibidores da condugdo axoOnica: A estimulagdo do axOnio resulta da

despolariza¢io da membrana celular e envolve uma mudanga na condutincia dos fons Na®,

K* e Ca™. Assim, qualquer substincia que altere o movimento normal, principalmente dos
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fons Na" e K" pode ser considerada como neurotoxica. Como exemplo pode-se citar a
tetrodotoxina, que € uma neurotoxina isolada do veneno do baiacu ou "puffer fish",
caracterizando-se por bloquear os canais de sddio. (NARAHASHI et al., 1967; HASS et al.,
1986).

Inibidores da transmissao sindptica: Além das toxinas que atuam sobre a
conducao axonica existem aquelas que atuam na transmissao sindptica na regido da placa
motora da jun¢do neuromuscular, afetando a liberacdo do neurotransmissor (a acetilcolina)

e conseqiientemente impedindo a transmissdo do impulso nervoso.

Segundo TU (1977) esta classe de toxinas € dividida em dois grandes grupos: as
neurotoxinas pré-sindpticas (B-neurotoxinas) e as neurotoxinas pds-sindpticas

(a-neurotoxinas).

Toxinas pré-sindpticas: conhecidas também como [-neurotoxinas , atuam
inibindo o processo de liberacdo da acetilcolina. Sua poténcia é maior que as da
neurotoxinas pés-sindpticas (o-neurotoxinas). Tanto as B quanto as o-neurotoxinas sao
encontradas em venenos elapidicos, tal como no da Bungarus multicinctus (o e -

bungarotoxina).

Toxinas poés-sindpticas: sdo chamadas de o-neurotoxinas. Ligam-se aos
receptores nicotinicos da regido subsindptica da placa motora semelhantemente ao curare.
As neurotoxinas pds-sindpticas sdo de baixo peso molecular (7 a 8 kDa) e sdo desprovidas

de atividade enzimatica (KARLSSON, 1979).

1.5- ANALISE DOS MECANISMOS DE ACAO DAS TOXINAS OFiDICAS EM
NERVOS, MUSCULOS E SINAPSES

As toxinas peptidicas como tantas drogas e toxinas de outra natureza podem ser
instrumentos valiosos no esclarecimento, principalmente em nivel molecular, de fendmenos
fisiolégicos, farmacoldgicos e fisiopatoldgicos. Contudo para a sua utilizacdo com essa

finalidade torna-se necessario, pelo menos na maioria das vezes, que 0s seus mecanismos
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de acdo sejam perfeitamente conhecidos. Por este motivo far-se-d4 agora uma breve revisao
dos mecanismos de acdo das toxinas peptidicas no canal de s6dio e no de potassio, nas
terminacdes nervosas, nos receptores nicotinicos da placa terminal e do 6rgdo elétrico de
certos peixes nos receptores nicotinicos das terminacdes neuronais, nas colinesterases, na

membrana de células excitdveis e nao excitaveis.
Mecanismos de acao no canal de sédio e no de potassio

A corrente de soédio através do canal voltagem-dependente deste ion em
membranas nervosas ou musculares depende, segundo HODGKIN e HUXLEY (1952), da
maxima condutdncia da membrana ao fon sédio, da diferenca entre o potencial de
membrana e o de equilibrio deste cétion e da cinética de dois fatores independentes, m’
representando o decurso temporal sigmoide de ativacdo, e h, a subseqiiente inativagdo mais
lenta [na= gNa.m3.h(Em—ENa)] (CAHALAN, 1980). Certas toxinas atuam seletivamente nos
mecanismos da ativagdo e inativacdo, o portdo da abertura e fechamento do canal do sédio

( CATTERAL, 1979; CATTERAL et al., 1982).
1. Bloqueando o canal de sédio
2. Retardando sua inativagdo
3. Ativando-o de modo persistente.

Nenhuma toxina peptidica é capaz de bloquear o canal de sédio. Este efeito é
causado por toxinas policiclicas de pequeno peso molecular, encontradas na pele e visceras
de certos peixes, salamandras ou rds (tetrodotoxina), ou elaboradas por certos
dinoflagelados, podendo, entretanto, acumular-se no organismo de ostras e mexilhdes
(saxitoxina) (KAO, 1966; BLANKENSHIP, 1976; CAHALAN, 1980). As toxinas

peptidicas atuam ou retardando a inativacao ou ativando o canal de sédio.

Ja a peconha da elapinea africana “Eastern green mamba” Dendroaspis
augusticepis, potencializa a resposta contratil resultante da estimulacdo indireta do
musculo. Este efeito € causado, em parte, por uma proteina composta de uma tnica cadeia

peptidica interligada por trés pontes dissulfidicas, denominada dendrotoxina. A
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dendrotoxina bloqueia o canal de potdssio nas terminagdes nervosas mas nao na membrana
das fibras musculares (HARVEY e ANDERSON, 1983). E 500 vezes aproximadamente
mais potente do que a 3,4-diaminopiridina na preparacdo neuromuscular de biventer

cervicis de pintainho (HARVEY e ANDERSON, 1983).
Mecanismos de acao nas terminacdes nervosas

Algumas toxinas de peconhas ofidicas, denominadas toxinas ofidicas
pré-sindpticas atuam nas terminagdes nervosas motoras inibindo a liberacao de acetilcolina
pelos impulsos nervosos € aumentando a liberacio espontinea desse neurotransmissor. Sao
toxinas das peconhas da elapideas asidticas Bungarus multicinctus (-bungarotoxina)
(LEE e CHANG, 1966), B. fasciatus (ceruleotoxina) (HO e LEE, 1983), australianas,
Notechis scutatus scutatus (notexina) (KARLSON et al.,, 1972; DATYMER e GAGE,
1973), Oxyuranus scutellatus scutellatus (taipoxina) (KAMENSKAYA e THESLEFF,
1974; FOHLMAN et al.,, 1976), microlepidotus (paradoxina) (FOHLMAN, 1979),
Pseudonaja textilis (textilitoxina) (SU et al., 1983) e das crotalineas Crotalus durissus
terrificus, C. d. cascavella (crotoxina) (VITAL BRAZIL e EXCELL, 1970), C. scutullatus
scuttulatus (mojave-toxina) (GOPALAKRISHNAKONE et al.,, 1980). A peconha da
elapidea sul-americana, Micrurus corallinus também encerra toxina pré-sindptica. Todas as
toxinas pré-sindpticas apresentam atividade fosfolipadsica A,, muitas vezes essencial para as
suas agdes. Sao constituidas ou de uma tunica cadeia polipeptica (notexina) ou de duas
subunidades covalentemente ligadas (B-bungarotoxina) ou ainda por duas (crotoxina,
mojave toxina, ceruleotoxina) ou trés (taipoxina, paradoxina) subunidades nao
covalentemente ligadas (HARRIS, 1985). Produzem alteragdes ultraestruturais nas
terminacgdes nervosas e, com excessiao da -bungarotoxina e provavelmente da toxina pré-
sindptica da peconha de M. corallinus, exercem a¢do miotoxica. As toxinas pré-sindpticas
sd0 os componentes mais téxicos dos venenos ofidicos, embora a sua toxicidade seja
varidvel em diferentes espécies animais (VITAL BRAZIL et al., 1966; CHANG, 1979). Os
mecanismos pelos quais bloqueiam a liberacdo da acetilcolina pelos impulsos nervosos ou
aumentam a liberacdo expontidnea desse neurotransmissor ndo se acham esclarecidos,
embora algumas hipéteses tenham sido formuladas para explicd-los (WERNICKE et al.,

1975; HAWGOOD e SMITH, 1977; VITAL BRAZIL et al., 1979).
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Mecanismos de acio nos receptores nicotinicos da placa terminal

As toxinas denominadas de neurotoxinas poés-sindpticas como  as
o-neurotoxinas ligam-se com grande seletividade aos receptores nicotinicos da placa

terminal impedindo a sua interacdo com o neurotransmissor e demais agonistas

(LEE, 1970) (ver Capitulo 2).
Toxinas polipeptidicas anticolinesterasicas

Toxinas ofidicas anticolinesterasicas, denominadas fasciculinas em razio de
causarem fasciculacdes musculares em camundongos, foram isoladas da peconha de
Dendroaspis augusticepis (Eastern green mamba). Duas toxinas da peconha da “black
mamba” (D. polypepis polypepis) também inibem as colinesterases. As fasciculinas
pertencem ao grupo das toxinas elapidicas com 60 aminodcidos e quatro pontes
dissulfidicas que incluem as o-neurotoxinas curtas e as cardiotoxinas. As fasciculinas
potencializam a dendrotoxina que também se encontra na peconha da “Eastern green

mamba”.

Mecanismo de acao das toxinas que atuam em células excitaveis e nao

excitaveis

As cardiotoxinas, também denominadas fatores liticos diretos, citotoxinas,
cobraminas e membrano-toxinas, s30 como as neurotoxinas pds-sindpticas curtas e as
fasciculinas, proteinas basicas de pequeno peso molecular, constituida de uma Unica cadeia
polipeptica interligadas por quatro pontes dissulfidicas (KARLSSON, 1979; HARVEY,
1985). A sua toxicidade € muito menor que a das neurotoxinas curaremiméticas. As
cardiotoxinas sdo componentes da peconha das elapineas do género Naja e afins
(Ophiphagus, Hemachatus). Atuam em uma série de membranas celulares induzindo
despolarizacdo, contratura ou lise. Concentracdes elevadas de Ca** (10 mM) inibem
completamente a acdo das cardiotoxinas, provavelmente impedindo a sua fixagdo em
componente ainda ndo identificado das membranas celulares (HARVEY, 1985;
CHANG, 1979). Outra caracteristica das cardiotoxinas é que as PLA; potencializam as suas

acoOes, em particular a sua acdo hemolitica.
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1.6- AS SERPENTES ELAPIDICAS

As serpentes elapidicas tém representantes na Africa, Asia, Austrdlia (todos
tanatofideos) e nas Américas. As cobras corais (géneros Micrurus e Micruroides) sdo as

serpentes elapidicas deste ultimo continente). As peconhas elapidicas caracterizam-se por:

1) apresentarem elevada toxicidade, regra geral, muito superior as das serpentes
da familia Viperidae, em especial quando introduzidas pelas vias subcutanea

e intramuscular;
2) causarem paralisia flacida e em geral morte por paralisia respiratdria;

3) exercerem apenas pequena atividade proteolitica (VITAL BRAZIL, 1980)
em substratos tais como gelatina, caseina e fibrina podendo-se achar ausente

a atividade protedsica sobre um ou todos estes substratos;

4) ndao provocarem hemorragias e ndo coagulam in vivo ou in vitro o plasma
sangiiineo (VITAL BRAZIL, 1980), como fazem , em geral, as peconhas
viperidicas (constituem excec¢do as peconhas de alguns dos tanatofideos

australianos (Elapidae).

As paralisias motora e respiratoria decorrem da agdo inibitéria das peconhas
elapidicas sobre a transmissdo neuromuscular (VICK et al., 1965). A a¢do bloqueadora
neuromuscular em questdo (e consequentemente a paralisia) e a alta toxicidade dessas

peconhas sdo devidas aos constituintes denominados neurotoxinas.
As neurotoxinas elapidicas (NTXs) também dividem-se em:
1) NTXSs pés-sindpticas
2) NTXs pré-sindpticas

As primeiras (NTXs pds-sindpticas) combinam-se com 0s receptores
colinérgicos da placa terminal sem promover despolarizacdo da membrana dessa regido da

fibra muscular. Atuam portanto de modo semelhante ao curare, mas sua combinacdo com
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os receptores € sempre menos reversivel e se processa de modo lento. Quando um niimero
suficiente de receptores se acha ocupado pela NTX, a combinagdo da acetilcolina (ACh)
com aqueles ainda livres ndo € mais capaz de provocar uma despolarizacdo (potencial de
placa terminal) de intensidade suficiente para deflagrar o potencial de acdo: a transmissao
neuromuscular encontra-se a partir desse momento inibida. NTXs pds-sindpticas ocorrem
na peconha de todas as serpentes elapidicas (e nas Hydrofidae) até o presente estudadas;
acham-se ausentes nas das Viperidaes. Sdo proteinas basicas (pH acima de 9) de pequeno
peso molecular (entre 7000 e 8000 daltons) desprovidas de atividade enzimatica.
Constituem-se de uma tnica cadeia peptidica interligada por pontes dissulfidicas: em um
grupo € formada por 61 ou 62 residuos de 15-16 aminodcidose 4 pontes dissulfidicas
(cobrotoxina da peconha de Naja naja atra , toxina da peconha de Naja nigrocolis, etc). Em
outro de 71 a 74 residuos de 17-18 aminoacidos e 5 pontes dissulfidicas (a-bungarotoxina,
da peconha de Bungarus multicinctus, toxinas T3 e T4 da peconha de N. n. naja, etc.). Em
preparacdes neuromusculares isoladas a acdo das do primeiro grupo (cobrotoxina) €
reversivel, a das do segundo grupo, a-bungarotoxina (irreversivel) (LEE et al., 1972). A
irreversibilidade acha-se ligada ao maior nimero de aminodcidos hidrofébicos nas
moléculas das NTXs pds-sindpticas do segundo grupo (LEE et al.,, 1972). As drogas
anticolinesterdsicas (v.g. neostigmina, edrof6nio) podem antagonizar o bloqueio
neuromuscular causado pelas neurotoxinas pds-sindpticas, sendo entretanto necessario para
que isto aconteca que a combinacdo destas com os receptores seja reversivel. A peconha de
M. frontalis encerra somente neurotoxinas pos-sindpticas, sendo o bloqueio que produz em
simios, cdes e pombos perfeitamente antagonizado pela neostigmina (VITAL BRAZIL,

1980), edrofonio e outras drogas anticolinesterasicas.

As NTXs pré-sindpticas atuam nas terminagdes nervosas das placas terminais
inibindo a liberacdo do mediador (ACh) pelos impulsos nervosos (contudo, aumentam as
vezes a liberac@o espontanea, isto €, liberagdo na auséncia de impulsos nervosos). Quando
as quantidades de mediador liberadas ndo sdo mais capazes de produzir uma despolarizagao
(potencial de placa terminal) da membrana subsindptica de intensidade suficiente para
deflagrar o potencial de acdo, a transmissdo acha-se interrompida. Estas toxinas ocorrem

somente nas serpentes Elapidae ndo sendo encontradas nas Hydrophidae. Sao toxinas de
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peso molecular variavel (B-bungarotoxina 12000 daltons, taipoxina 56000 daltons), basicas
ou moderadamente dcidas. Todas encerram atividade fosfolipdsica A e evoluiram a partir
dessas enzimas (EAKER, 1975), muito freqiientes nas peconhas ofidicas e regra geral
pouco-toxicas. As neurotoxinas pré-sindpticas sdo os constituintes mais toxicos
encontrados nos venenos elapidicos (DLsy em camundongos: taipoxina 0.002 mg/kg (i.v.);
notexina 0.017 mg/kg (i.v.); B-bungarotoxina (0.02 mg/kg (i.p.). Em preparacdes isoladas a
acdo de todas as neurotoxinas pré-sindpticas é irreversivel. As drogas anticolinesterdsicas
ndo antagonizam o bloqueio produzido pelas NTXs pré-sindpticas. Por encerrar
componente desse tipo (VITAL BRAZIL, 1980) o bloqueio (e consequentemente a

paralisia) causado pela peconha de M. corallinus ndao € antagonizado pela neostigmina

(VITAL BRAZIL, 1980).

Além das neutoxinas, as peconhas elapidicas encerram muitos outros
constituintes protéicos, alguns atéxicos (v.g. colinesterases (CHANG e LEE, 1963)), outros
dotados de certa toxicidade. Dentre estes ultimos, salientam-se as toxinas do grupo da
cardiotoxina (cobramina A e B, fator litico direto (DLF), toxina vy, citotoxina (LEE, 1971;
LEE, 1972) e as fosfolipases (MELDRUM, 1965). A cardiotoxina atua em vérias células do
organismo despolarizando suas membranas e, em conseqiiéncia, interferindo com suas
funcdes. Em concentragdes elevadas, pode causar destruicdo (necrose) dos elementos
celulares (LAI et al., 1972). E encontrada nas peconhas das “cobras” (Naja, Ophiophagus,
Hemachatus) nas quais pode atingir concentracdes muito elevadas (acima de 50%)
(LEE, 1971). A cardiotoxina ¢ como as NTXs pds-sindpticas, toxina polipeptidica isto &,
apresenta pequeno peso molecular (6.000-9000 daltons), é basica (pH acima de 12) e
desprovida de atividade enzimatica. As fosfolipases A hidrolisam a ligacdo éster em
posicdo P das moléculas dos fosfatideos, dando lugar a formacdo de lisofosfatideos
(lisolecitina, ou lisocetina, lisocefalina) e liberagdo de acido graxo em geral, ndo-saturado.
Os lisofosfatideos atuam como detergente na membrana das células, produzem liberacdo de
histamina e de outros autacéides. Sao responsdveis pela atividade hemolitica indireta das
peconhas ofidicas. As fosfolipases A sdo a causa ou, pelo menos, contribuem para os
efeitos cardiovasculares intensos e imediatos produzidos pela inje¢do venosa das peconhas

elapidicas.
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Clinicamente s@o idénticos 0s sinais e sintomas neurotéxicos gerais observados
nos acidentes causados pela mordedura das serpentes elapidicas da Africa, Asia, Oceania e
Américas (VITAL BRAZIL, 1980). Sdo devidos a acdo das NTXs acima referidas. Outros
efeitos, locais e gerais, podem diferir por vezes, substancialmente (v.g. nos acidentes
provocados por serpentes do género Naja, Ophiophagus e Hemachatus (‘“‘cobras”).
Ocorrem lesdes locais, caracterizadas por edemas e necrose, podendo haver também
depressdo cardiovascular importante, nos acidentes causados pelo tanatofideos australianos,
hemorragia e hemoglubinidria. Nos acidentes causados pelas serpentes corais, o quadro
clinico, em tragos gerais, ¢ o seguinte: localmente ndo héd lesdo observavel. Dor de
intensidade varidvel, imediatamente apds a mordedura, e a seguir sensa¢ao de dorméncia na
regido afetada com tendéncia a progressao proximal (VITAL BRAZIL, 1980). Logo
iniciam-se a ptose palpebral, turvacdo da vista ou diplopia e parestesia de outros musculos
faciais emprestando ao paciente uma facies (“facies neurotéxica de Rosenfeld”) idéntico ao
dos portadores de miastenia grave. Como ocorre nesta doenga ha também oftalmoplegia. A
seguir disfonia, disfagia, diminuicdo generalizada de forca muscular, o que pode
condicionar andar cambaleante, semelhante ao do embriagado. Ha sialorréia e actimulo de
secrecdo bronquica. Ndo se verificam hemolise e alteracdes na coagulacdo sangiiinea, a
urina e a pressao arterial sdo normais. A perda da forca muscular progride e a dificuldade
respiratdria se instala. Morte por asfixia regra geral dentro de 5 a 6 horas (VITAL BRAZIL,
1980).

1.7- A SERPENTE ELAPIDICA: Micrurus dumerilii carinicauda

A espécie Micrurus dumerilii carinicauda (M. d. carinicauda) esté distribuida
do norte de Santander (regido nordeste da Coldmbia) até Caracas no estado Miranda na

Venezuela (Fig. 4).

As serpentes M. d. carinicauda t€m como habitat as florestas tropicais imidas
destas regides; medem aproximadamente 50-70 cm de comprimento, chegando a atingir no
maximo, 77,5 cm. As serpentes da espécie M. d. carinicauda ndo sdo espécies tricoloridas

como outras Micrurus (M. corallinus, M. lemniscatus e a M. surinamensis), sua cabeca tem
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coloracdo preta e possuem de 14 a 27 anéis corporais pretos, ndo dispostos em triades

(CAMPBELL e LAMAR, 1989).

Figura 4- A serpente Micrurus dumerilii carinicauda (BARROS, 2002)

Em geral os acidentes provocados pelas Micrurus sdo graves, € em sua maioria
ocorrem pela manipulagdo das serpentes sem as devidas precaugdes e técnica adequadas
(CAMPBELL e LAMAR, 1989). Contudo, testes soroldégicos mostraram que o anti-Soro
preparado contra o veneno de M. d. carinicauda produz um grau satisfatério de protecao
quando injetados em camundongos sendo usado também contra veneno de M. fulvius

fulvius (Linneaus) (COHEN et al., 1968).

Introdugdo Geral

69



Figura 5- Distribuicdo geografica da serpente M. d. carinicauda entre a Coldombia e

Venezuela (CAMPBELL e LAMAR, 1989).

1.8- CARACTERISTICAS DO VENENO DAS SERPENTES DO GENERO Micrurus

Estudos realizados com o veneno bruto da serpente elapidica Micrurus
dumerilii carinicauda mostraram que em geral o veneno exibe baixa atividade proteolitica,
muito baixa atividade fosofodiesterasica, baixa atividade de 5 -nucleotidase e moderada a
alta atividade fosfolipdsica A, devido a atividade da arginina éster hidrolase
(TAN e PONNUDURAI, 1992). Além disso, venenos de M. d. carinicauda exibem muito
baixa atividade anticolinesterdsica. No entanto, os venenos de serpentes da familia
Elapidae sao conhecidos por serem os Unicos a exibir potente acdo anticolinesterdsica
(IWANAGA e SUSUKI, 1979). O veneno de Micrurus dumerilii carinicauda também
exibe grande atividade para a L-aminodcido oxidase e atividade hialuroniddsica moderada

(TAN e PONNUDURAL, 1992).
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A maioria dos venenos de Micrurus até agora analisados exibe modelo
eletroforético similar, com uma banda muito intensa de proteinas de baixa massa molecular
relativa, muito semelhantes a do veneno de Naja, também Elapidadae. Assim venenos de
Micrurus, Gnicos elapidicos na América, exibem propriedades biolégicas semelhantes a de
outros géneros da familia que sdo encontrados na Asia e Africa. (TAN e PONNUDURALI,
1992).

Como outros venenos de serpentes, os de Micrurus sdo complexas misturas de
proteinas (ALAPE—GIR()N et al., 1996; ROSSO et al., 1996) e mais de 49 proteinas de
baixa massa molecular tém sido identificadas em alguns venenos destas serpentes
(PERKINS e TOMER, 1995). Em geral apresentam grande variedade de moléculas de
natureza quimica diversa e com diferentes a¢des (JIMENEZ-PORRAS, 1970; TU, 1977).
Dentre os seus componentes, aproximadamente 90% sdo proteinas dotadas de atividade
enzimdtica e/ou toxicas tais como fosfolipases, fosfodiesterases, fosfatases,
acetilcolinesterase e enzimas proteoliticas. Os 10% restantes sdo compostos nao protéicos

como carboidratos, fosfolipidios, aminas biogénicas, peptideos, nucleotideos, ions e dgua

(BIERBER, 1979; BERGER e BHATTI, 1989; BJARNASON e FOX, 1994).

Os venenos das serpentes elapidicas apresentam neurotoxinas (NTXs) podendo
encerrar NTXs pré e pds-sindpticas (KELLAWAY et al., 1932; LEE et al., 1972) além de
muitos outros constituintes toxicos, dentre os quais podemos salientar as cardiotoxinas e as
fosfolipases A, (CHANG, 1979; HARVEY, 1990; LAI et al., 1972; VITAL BRAZIL,
1980; VITAL BRAZIL ¢ FONTANA, 1983/84). Embora a atividade hemorrdgica tenha
sido observada como uma caracteristica dos venenos da familia Viperidae, recentemente foi
1solada e caracterizada uma hemorragina do veneno de Ophiophagus hannah (king cobra)

(TAN e SAIFUDDIN, 1989; TAN e PONNUDURALI, 1992).

1.9- ACAO NEUROTOXICA DOS VENENOS ELAPIDICOS

As serpentes pertencentes as familias Elapidae (cobras, kraits, mambas
serpentes tigre e serpentes corais) e Hydrophydae (serpentes do mar) possuem venenos
neurotoxicos tipicos, com alto conteido de neurotoxinas (VITAL BRAZIL, 1982). As

neurotoxinas sao 0s constituintes mais téxicos dos venenos elapidicos e como ja foi dito
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encerram duas classes farmacoldgicas com base no seu sitio de acado, as pré-sindpticas e as

pos-sindpticas IWANAGA e SUSUKI, 1979).

1.10- NEUROTOXINAS ELAPIDICAS POS-SINAPTICAS

As neurotoxinas elapidicas pds-sindpticas sdo proteinas basicas de baixa massa
molecular relativa. Em virtude de seu baixo peso molecular podem ser rapidamente
absorvidas pela circulacdo sist€mica e difundidas para todos os tecidos, explicando a
precocidade dos sintomas do envenenamento (VITAL BRAZIL, 1980). Em geral, sdo
constituidas de cadeia polipeptidica dnica, interligada por pontes dissulfeto e, em um grupo
sao formadas por 61-62 residuos de 15-16 aminodcidos e quatro pontes dissulfidicas
(cobratoxina do veneno de Naja naja atra, toxina do veneno de Naja nigricolis, etc.) e em
outro, de 71-74 residuos de 17-18 aminodcidos e cinco pontes dissulfidicas
(a-bungarotoxina e toxinas T3 e T4 do veneno de Naja naja naja etc.). A cobratoxina do
primeiro grupo causa bloqueio reversivel enquanto a a-bungarotoxina, do segundo grupo,
induz bloqueio irreversivel da transmissdo sindptica de preparacdes neuromusculares
isoladas. Estudos mostram que a irreversibilidade estaria ligada ao maior nimero de
aminodcidos hidrofébicos, presentes nas moléculas de neurotoxinas pds-sindpticas do
segundo grupo (VITAL BRAZIL, 1980). As NTXs elapidicas pds-sindpticas combinam-se
com os receptores colinérgicos da placa motora, sem promover despolarizacio da
membrana da fibra muscular. As neurotoxinas elapidicas pds-sindpticas ocorrem nos
venenos de todas as serpentes elapidicas estudadas at¢é o momento (inclusive nas
Hydrophydae). Drogas anticolinesterasicas (neostigmina, edrofonio) podem antagonizar o

bloqueio neuromuscular causado por algumas destas toxinas (VITAL BRAZIL, 1980).

1.11- NEUROTOXINAS ELAPIDICAS PRE-SINAPTICAS

As NTXs elapidicas pré-sindpticas sdo proteinas de massa molecular variada
(entre 12.e 56 kDa), basicas ou moderadamente acidas. S3o os constituintes mais toxicos

encontrados no veneno ofidico e sua acdo € irreversivel. Elas atuam na terminac¢do nervosa
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da placa terminal, inibindo a liberacdo do mediador (ACh) pelos impulsos nervosos,
interrompendo a transmissdo neuromuscular (VITAL BRAZIL, 1980). A letalidade das
toxinas pré-sindpticas é muito maior que a das neurotoxinas pds-sindpticas, devido a sua
relacdo com as fosfolipases A,. Além disso sdo responsdveis pela miotoxicidade de alguns

venenos elapidicos, produzindo necrose da fibra muscular IWANAGA e SUSUKI, 1979).

As fosfolipases A, (PLA;) tém sido isoladas dos venenos de serpentes das
familias Crotalidae e Elapidae e t€m estrutura muito semelhante as PLA, pancreaticas. O
grupo I € constituido pelas enzimas pancredticas e elapidicas, enquanto o grupo II pode ser
dividido em dois subgrupos, o 2A com sete pontes dissulfidicas e o 2B com seis pontes
dissulfidicas (ROSEMBERG, 1990). Posteriormente ficou estabelecido que o primeiro
subgrupo compreendia as PLA; Asp 49 e o segundo subgrupo as PLA; Lys 49.

As PLA, t€m estrutura varidvel com cadeia tinica, como a notexina, da serpente
Notechis scutatus scutatus (HARRIS et al., 1975) ou consistem de duas e quatro
subunidades como a crotoxina da Crotalus durissus terrificus (GOPALAKRISHNAKONE
et al., 1984) e a taipoxina da Oxyuranus scutellatus (HARRIS e MARTIN, 1982),

respectivamente.

Introdugdo Geral

73



2- OBJETIVOS
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Os venenos animais sdo ricas fontes de neurotoxinas polipeptidicas usadas
como ferramentas em inimeros estudos farmacoldgicos, fisiolégicos e no estudo de
processos fisiopatolégicos. A disponibilizacdo de novas neurotoxinas ja caracterizadas
tanto bioquimica quanto farmacologicamente aumenta o grupo de substancias

potencialmente empregaveis nesses estudos fisiopatoldgicos.

Este projeto teve como objetivo principal isolar, purificar e caracterizar
farmacologicamente proteinas com atividade neurotéxica provenientes do fracionamento

bioquimico do veneno total da serpente Micrurus dumerilii carinicauda.

Assim, duas etapas principais foram tracadas e apresentadas na forma de
capitulos (cada um contendo objetivos especificos, resultados e discussdo), na tentativa de

melhor abordar o mecanismo de acdo dos diferentes compostos encontrados.

No Capitulo 1 intitulado “Isolamento, purificag¢do e caracterizagdo bioquimica e
farmacoldgica de uma nova PLA, do veneno de Micrurus dumerilii carinicauda”
promoveu-se o isolamento e a caracterizacdo bioquimica e farmacoldgica de uma nova

PLA,; pré-sindptica nomeada MiDCAL

No Capitulo 2 intitulado “Isolamento, purifica¢do e caracterizagdo bioquimica e
farmacoldgica de duas neurotoxinas bloqueadoras do veneno de Micrurus dumerilii
carinicauda” promoveu-se o isolamento e a caracterizacdo bioquimica e farmacoldgica

parcial de duas neurotoxinas de acdo adespolarizante denominadas F6 e F7.

Além disso, também houve o intuito de se promover uma revisao da literatura
proporcionando a atualizacdo do conhecimento tanto em relagdo aos venenos animais €
suas toxinas como também na descri¢cdo das técnicas mais usadas em farmacologia para

caracterizacdo desses polipeptideos.
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3- CAPITULO 1

Isolamento e caracterizacao bioquimica e farmacologica de uma nova

PLA,; neurotoxica do veneno de Micrurus dumerilii carinicauda

79

G



3.1- REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1.1- Atualidades sobre as PLA; neurotoxicas

As fosfolipases A, (PLA;) sdo enzimas que hidrolisam o éster ligado na posicao
sn-2 1,2-diacyl-sn-3-fosfolipideo liberando 4cidos graxos e lisofosfolipideos. Esta super
familia de enzimas abrange, pelo menos, dez diferentes grupos de PLA, as quais estdao
localizadas tanto intra como extracelularmente (VALENTIN et al.,, 1999). Venenos
origindrios de diferentes animais peconhentos s3o fontes ricas de PLA;
(ROSEMBERG, 1990). O papel inato das PLA; no veneno € provavelmente digestivo, mas
no decurso da evolucdo algumas PLA; emergiram também com certa atividade
fisiopatologica. Dentre as muitas atividades farmacoldgicas atribuidas as PLA; a
neurotoxicidade tem atraido particular atencdo (KINI, 1997; VALENTIN et al., 1999).
Apesar de numerosos esfor¢os terem sido feitos para revelar as bases moleculares da
neurotoxicidade pré-sindptica das PLA; e criar condi¢cdes nas quais estas toxinas possam ser
usadas como ferramentas na pesquisa da neurotransmissdo, o processo ¢ ainda pouco

entendido.

3.1.2- O papel da atividade fosfolipasica A, na expressao da neurotoxicidade

As neurotoxinas que agem pré-sinapticamente por bloquear a liberacdao de
acetilcolina dos terminais nervosos estdo entre as proteinas mais toxicas dos venenos
ofidicos. As quatro toxinas mais estudadas deste grupo sdo a 3-bungarotoxina, a crotoxina,
a notexina e a taipoxina, respectivamente secretadas pela krait taiwanesa Bungarus
multicinctus, pela cascavel sul-americana, pela serpente tigre australiana e pela serpente
taipan. As toxinas pré-sindpticas bloqueadoras possuem uma subunidade que contém uma
cadeia bésica que exibe atividade fosfolipdsica A,. Este € um denominador comum o que
tem levado vdrios grupos de pesquisadores a investigar o papel das fosfolipases A, na

expressao da atividade neurotdxica.
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Até o momento ndo existe ainda um ensaio bioldgico padronizado para medir a
atividade PLA, relacionando-a ao seu efeito neurotoxico. Os ensaios sao realizados usando-
se uma grande variedade de substratos que muitas vezes podem aumentar a atividade
fosfolipésica A, (STRONG et al., 1976) sem, contudo, aumentar o efeito neurotéxico. Além
disso, ainda nao se sabe se a hidrélise desses fosfolipideos ocorre no terminal nervoso

motor e se ela é importante para a integridade funcional do terminal.

O método mais preciso para se determinar a relacdo entre a atividade
enzimdtica e a neurotoxicidade seria fazer comparacdes diretas usando-se preparacoes
bioldgicas nas quais a atividade neurotdxica € registrada. No entanto, ainda ndo € possivel
isolar os terminais pré-sindpticos dos neurénios motores, apesar de existirem preparacoes

ricas em terminais nervosos como cérebro e sinaptossomas de Torpedo.

E conhecido que algumas PLA, demonstram diferencas de atividade enzimatica
dependendo das condi¢des do ensaio (SU e CHANG, 1984). Entretanto, s6 é possivel
comparar a atividade farmacolégica com a atividade enzimdtica quando os sistemas de
ensaio sdo os mesmos. Quando isto foi feito (LEE e HO, 1982) empregando-se 10 PLA; de
venenos ofidicos, ndo houve correlacdo entre a atividade enzimdtica e a poténcia
farmacoldgica. Por exemplo, uma PLA, que mostrou a maior atividade enzimética (a PLA;
neutra do veneno de Naja nigrocollis) foi a menos potente, com uma DLsg i.p. de 10 mg/kg
em camundongos. A PLA; de maior poténcia letal, a taipoxina, exibiu uma DLs, de 2
pg/kg mas somente 50% da atividade enzimdtica das PLA; neutras. Assim, a poténcia das

neurotoxinas nao estd relacionada diretamente a sua atividade hidrolitica geral.

A descoberta de que atividade enzimatica associada com a fosfolipase
pancredtica poderia ser abolida por modificacdo de uma simples histidina (His-48) no sitio
catalitico BPB (VOLWERK et al., 1974) ofereceu uma maneira de se acessar o papel da
atividade PLA, quanto a sua neurotoxicidade. Por meio da modificagdo quimica com BPB,
as PLA; dos venenos ofidicos perderam a sua atividade enzimadtica e também sua toxicidade
(HALPERT et al.,, 1975; CHANG e SU, 1982). Parece no entanto que a atividade
hidrolitica é essencial para a neurotoxicidade. CONDREA et al. 1981, 1983a, 1983b,
entretanto, sugeriram que a toxicidade das PLA,s é devida a um efeito direto da toxina,

possivelmente pela interacdo dos residuos de lisina e influenciado pela histidina no sitio
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ativo, e nao devido a uma atividade hidrolitica da PLA; por si sé. Entretanto, estes autores
também demonstraram que a dissociagdo entre a atividade hidrolitica e a letalidade ndo era
devida a uma diminuic¢ao na ligagcdo da toxina ao substrato teste, isto porque a sua atividade

hidrolitica enquanto estiver ligada ao sitio farmacoldgico ativo permanecerd inalterada.

A atividade PLA; e a neurotoxidade pode também ser inibida pela substituicao
do cofator Ca* por Sr* ou Ba* na solugdo fisiolgica (STRONG et al., 1976; SU e
CHANG, 1981). Estudos de equilibrio de gel filtracio demonstraram que a PLA, porcina
tem apenas um sitio de ligacdo ao Ca*? de alta afinidade por molécula de proteina
(SLOTBOOM et al., 1978). A ligacdo do Ca*a PLA, porcina induz alteracdes no espectro
ultravioleta da PLA, A alteracdo no espectro € descrita como sendo devida a tirosina-28
que se torna mais polar e também devido a uma histidina-48 alterando suas cargas. Estas
alteragdes espectrais sao também observadas com Sr*? e Ba*. Porém, estes citions ndo sio
habeis em ativar a atividade PLA,. No entanto, a exigéncia da estrutura conformacional
para ativar o sitio ativo € sé parcialmente preenchida por estes cations
(IKEDA e HAYASHI, 1983). Os ions MgJr2 nao induzem qualquer alteracdo no espectro
ultravioleta da fosfolipase nem interferem no aparecimento do efeito induzido por
concentragdes fisiolégicas de fons Ca™. Assim, o Mg** (diferentemente do Sr** ou Ba™) é
incapaz de ganhar acesso ao sitio ativo da enzima. Todavia, a reducdo na atividade
fosfolipésica observada pela substituicdo de Ca* por Sr*? é devida a remogado do Ca*™ e ndo

pela adicio de Mg* por si.

A atividade bloqueadora neuromuscular das neurotoxinas tipo PLA, ¢
suprimida tanto pela modificacdo do sitio ativo como pela substituicio do Ca** pelos
cations inibitorios. Entretanto, muitos pesquisadores t€m relatado que apds estas
modificagdes as PLA; ainda exercem alguma atividade farmacoldgica a qual é resultado
direto da liga¢do da neurotoxina ao sitio ativo (KELLY et al., 1979, CHANG e SU, 1982;
CARATSCH et al., 1981, 1985). A nocdo de que as PLAj-neurotéxicas pré-sindpticas
podem ter um sitio ativo, que é topograficamente remoto em relagdo ao sitio catalitico, foi
proposta primeiramente por HOWARD e TRUOG (1977). Nos seus experimentos, o
tratamento da B-bungarotoxina com anidrido etoxiférmico (EOFA) em presenca de Ca** ou

de dihexanoilecitina converteu a toxina em uma fosfolipase A, sem atividade. A remog¢ado
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do Ca* ou dihexanoilecitina da reacdo resultou em perda de ambas as atividades
fosfolipdsicas e neurotdxicas. A presenga no nervo terminal de um sitio de ligacdo para a
toxina pode responder a questao do por que algumas PLA; sdo toxicas e outras nao; ou seja,
somente serdo toxicas as PLA, que forem capazes de se ligar a um sitio de ligacdo

especifico presente no terminal nervoso.

3.1.3- Propriedades estruturais e enzimaticas das PLLA; com acio pré-sinaptica

Como ja foi dito, as fosfolipases A, “B-neurotdxicas” ou pré-sindpticas sao
encontradas entre as PLA; dos grupos I, II e III. Estas sdo enzimas de pequena massa
molecular (13-18 kDa) com uma estrutura compacta estabilizada por 5-7 pontes dissulfeto
as quais sdo altamente resistentes 2 desnaturacdo. A atividade catalitica que requer Ca** em
concentragdes de mM é inibida pelos fons Sr*’, Cd*?, ou Ba' (CHANG, 1985;
RADVANYTI et al., 1989). Os grupos I e II das PLA, estdo adaptados para catdlises na
interface entre as fases aquosas e lipidicas e preferem estruturas fosfolipidicas agregadas
como substrato. Em substratos monoméricos sua atividade enzimadtica € cerca de trés vezes
menor. As enzimas do grupo III, por outro lado, sdo relativamente insensiveis ao estado de
agregacdo do substrato e hidrolisam lipideos dispersos e agregados de maneira similar.
Tanto as PLA, téxicas quanto as ndo-toxicas mostram preferéncia significativa pelas
cabecas de grupamentos fosfolipidicos (ROSENBERG, 1990). A pregas bdsicas do grupo I
e do grupo II s@o muito semelhantes. As principais diferencas estruturais entre as enzimas
destes dois grupos estdo na posi¢do de algumas pontes dissulfeto, no loop pancredtico e
elapidico (presentes nas PLA; do grupo 1) e na extensdo C-terminal (presente nas PLA; do
grupo II) (HEINRIKSON et al., 1977; RENETSEDER et al., 1985). O grupo III das PLA; é
estruturalmente muito distinto compartilhando similaridades com os grupos I e II somente
na maquinaria de ligacdo ao Ca™ e no sitio ativo (SCOTT et al., 1990). As PLA,
neurotéxicas consistem de uma ou mais subunidades e pelo menos uma delas €
enzimaticamente ativa. A dupla cadeia da B-bungarotoxina € especial pois suas cadeias

constitutivas sdo ligadas covalentemente por uma ponte dissulfidica.
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3.1.4- A B-neurotoxicidade é um processo mediado por receptor ?

Algumas observacdes t€m reforcado a idéia de que a atividade enzimadtica de
uma neurotoxina € de importancia crucial para o bloqueio da neurotransmissao; este ponto
de vista tem sido largamente compartilhado (HAWGOOD e BON, 1991). Entretanto
nenhuma correlacdo entre PLA, e a poténcia letal das P-neurotoxinas foi relatada
(LAMBEAU et al., 1989). Ja se sabe que algumas PLA; com alta atividade enzimdtica nao
sdo tdéxicas, enquanto muitas -neurotoxinas potentes exibem pouca atividade enzimadtica.
Apesar do fato de que PLA, téxicas e ndo-toxicas exibem baixa especificidade para com o
substrato, as B-neurotoxinas sdo farmacologicamente ativas exclusivamente nos terminais
nervosos; e a interagcao especifica entre a membrana foi sugerida como sendo essencial para
produzir neurotoxicidade. Existem fortes evidéncias de que ha a ag¢do das B-neurotoxinas
mediada por receptor através de pares particulares de [-neurotoxinas que mutuamente
potenciam seus efeitos neurotdéxicos em preparacdoes neuromusculares isoladas
(CHANG e SU, 1980). Finalmente, a existéncia de receptores especificos para as PLA,
neurotoxicas em membranas pré-sindpticas tem sido demonstrada usando-se uma -

neurotoxina radiomarcada, que € uma PLA, pré-sindptica isolada do veneno da krait

taiwanesa Bungarus multicinctus (REHM e BETZ, 1982; OTHMAN et al., 1982).

3.1.5- Amoditoxinas assemelham-se com outras [-neurotoxinas em seu modo de

acao

Amoditoxinas (ATx) sdo toxinas monoméricas, do grupo ITA PLA; isoladas do
veneno da vipera de focinho longo (GUBENSEK e KRIZAJ, 1997). Os efeitos patolégicos
induzidos pela ATx sdo muito similares aos induzidos por outras fosfolipases A, de acdo
pré-sindptica. Apds a administragdo intravenosa ou intraperitoneal da toxina, os terminais
nervosos sao paralisados e o animal morre devido a paralisia da musculatura respiratéria. A
paralisia nao € imediata mas ocorre com laténcia de uma a varias horas, sendo este retardo
proporcional a dose de toxina utilizada. O terminal nervoso do camundongo intoxicado

passa por dois estagios de alteracdes morfoldgicas. Em um primeiro estigio, aumento do
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tamanho da mitocOndria no terminal nervoso motor e invaginagdes do axolema do tipo Q
sdo observadas. Imediatamente apds a parada respiratdria, a mitocondria também torna-se
vacuolada e o nimero de vesiculas sindpticas diminui substancialmente. A ATx atua
seletivamente no sitio pré-sinaptico mas sem afetar fibras musculares, fibrdcitos, células de

Schwann e ax6nios mielinizados (LEE et al., 1984).

Em preparacdes neuromusculares de camundongo ATx produz um efeito
trifdsico na transmissdo neuromuscular similar ao induzido por muitas P-neurotoxinas,
como por exemplo, a P-bungarotoxina, crotoxina, etc. O efeito se inicia com uma
diminui¢do inicial da forca de contragdo muscular indiretamente elicitada seguido de um
aumento transitério e finalmente bloqueio total e irreversivel da neurotransmissdo. A
freqii€éncia dos potenciais de placa terminal em miniatura bem como o contetido quantico
da placa motora mostram o mesmo perfil trifdsico. A amplitude dos potenciais em
miniatura ndo mostra altera¢des significativas até mesmo na faléncia da liberagcdo evocada.
Os potenciais gigantes e “burts” sdo freqiientes quando ATx € adicionada a preparagao

(LEE et al., 1984).

Registros extracelulares em preparacdo musculo triangular externo de
camundongo revelam que ATxX, bem como a crotoxina, taipoxina e [-bungarotoxina,
exibem um efeito dependente da concentracdo na segunda defleccdo, associado com a
corrente do circuito local gerada principalmente pelo movimento de fons K* no terminal
nervoso (DREYER e PENNER, 1987; ROWAN e HARVEY, 1988). Isto ocorre entre 5 e
10 min apds a exposi¢cdo e € presumivelmente a razdo da fase facilitadora da toxina em

preparacOes neuromusculares (KRIZAJ et al., 1995).

3.1.6- Os receptores neuronais para -neurotoxinas

Receptores neuronais para [-neurotoxinas podem ser componentes
funcionalmente importantes nos terminais nervosos; um conteddo de informagao
consideravel sobre eles tem sido obtido por investigadores e diferentes PLA, neurotoxicas

tém sido usadas nestes estudos. Sitios especificos de ligagdo para a ATx foram encontrados
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em cortex cerebral de bovinos (KRIZAJ et al., 1995; KRIZAJ et al., 1994). A isoforma
mais toxica A (DLsp via 1.p.) demonstrou a mais alta afinidade com uma constante de

dissociacdo (K4) de 4.13 nM.

Algumas PLA; neurotéxicas exibem grande poténcia em inibir a ligacdo
especifica e a ligacdo cruzada do I'>-ATx em preparacdo de membrana nervosa, sugerindo
que os receptores, identificados pela toxina radioiodada, exercem um papel no mecanismo
molecular das PLA, pré-sindpticas. A ligacdo especifica é dependente de Ca*™ e ndo ¢é
afetada por bloqueadores de canais de K™ como por exemplo cloreto de tetraetilamonio,
4-aminopiridina ou pela a-dendrotoxin, (o-Dtx) e B-bungarotoxin (B-Butx). De muitas
formas, os receptores para ATx em cérebro bovino se assemelham ao chamado receptor de
PLA; ou do tipo N encontrado em cérebro de rato usando-se a neurotoxina PLA;
monomérica do veneno de Taipan (OS;), como ligante (LAMBEAU et al., 1989). O |
OS;, com uma DL intracistérnica de 17 pg/kg em camundungo, liga-se a membranas de
cérebro de rato com afinidade extremamente alta (Kyq em pM). Esta ligacdo especifica €
Ca+2—dependente e insensivel a -bungarotoxina (-Butx) ou a a-Dtx. Também existe uma
boa correlacdo entre a afinidade das PLA; do tipo N pela interacdo com o receptor € a
letalidade produzida pelas PLA;. Os receptores de PLA; do tipo N sdo presumivelmente
proteinas da membrana plasmatica associadas. Proteinas de cerca de 50 kDa encontradas

125 . ,
também em cérebro

em cérebro de rato se assemelham aquelas de ATx marcadas com I
bovino. Uma proteina adicional de cerca de 85-88 kDa foi marcada em preparacdo de

‘ 125 . . . . R
cérebro de rato com I'*-azido-OS,. Uma proteina de massa molecular similar liga-se 2

ATx-C em 6rgao elétrico de Torpedo marmorata (KRIZAJ et al.,1997).

3.1.7- O enigma da heterogeneidade dos receptores neuronais para 3-neurotoxinas

A coneccdo entre a interagdo com um receptor particular e a atividade
neurotdxica de uma PLA, tem sido claramente estabelecida sé no caso da -bungarotoxina
e dos canais de potdssio voltagem-dependentes (HARVEY e KARLSSON, 1982). Em
outros casos a dependéncia ainda ndo estd muito bem confirmada. A correlagdo entre a

afinidade de uma PLA; pelo seu receptor e sua toxicidade € uma boa indica¢do de que um
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receptor particular estd envolvido no mecanismo molecular desta toxina. Este tipo de
relacdo foi demonstrado para receptores do tipo N-PLA, (LAMBEAU et al., 1989).
Entretanto, como a -neurotoxicidade ¢ um processo que aparentemente consiste de varios
estdgios, incluindo intera¢des proteina-proteina e hidrdlise de fosfolipidios, a possivel falta
de correlacdo entre a afinidade da PLA;, para com o seu receptor e sua letalidade ndo
significa necessariamente que a ligacdo no receptor ndo seja importante para a
neurotoxicidade. Em seguida foi proposto uma explica¢do para o intrigante fato de que
apesar das acOes muito proximas em termos eletrofisiologicos e anatomopatolégicos, as

B-neurotoxinas interagem em sitios neuronais diversos.

O processo celular representa um passo na acio das B-neurotoxinas. A detec¢ao
da B-BuTx no interior do terminal nervoso (ESQUERDA et al., 1982), a descoberta dos
receptores intracelulares para PLA, B-neurotéxicas, bem como a incapacidade de
anticorpos em neutralizar as [-neurotoxinas apds o tratamento por temperatura ou eletro-
estimulacdo do terminal nervoso exposto a B-neurotoxina (SIMPSON et al. 1993), sugere
que estas PLA, entram na célula nervosa. O processo celular, no qual diferentes tipos de

receptores extracelulares para -neurotoxinas estdo envolvidos, pode ser uma endocitose.

O papel de NP1 na recaptacio da taipoxina € implicado pela observagdo de que
sua adi¢do em células culturadas da glia fazem a célula muito mais suceptivel a toxina
(DODDS et al., 1997). Os padrdes sobrepostos de expressdao de RNA mensageiro de NP2,
NP2 e NPR em cérebro (DODDS et al., 1997) adicionalmente suportam a interagdo

funcional entre estas proteinas.

E provével que, da mesma forma que os receptores para PLA, do tipo M, o
receptor neuronal para ATx R180 também possua propriedades endociticas. E tentador
especular que o R180 serve como uma janela para a entrada da toxina no neur6nio. Em um
compartimento endosomal ATx subseqiientemente interage com R25 o qual evita a ligagao
da proteina ao lisosoma e sua degradacdo. Ao invés disso, a toxina € direcionada ao seu
sitio de acdo, o ciclo da vesicula sindptica. Suportando esta idéia um alvo nuclear especifico
da PLA,-IB pancredtica foi assumido como sendo dependente de linhagens celulares
proliferativas de rato do tipo Uy em sua ligacdo no receptor M para PLA; na membrana

plasmética (FAYARD et al., 1998).
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A B-Butx pode entrar na vesicula sindptica diretamente durante a recuperagao
endocitdtica do plasma da membrana fundida da vesicula sindptica na zona ativa do
terminal nervoso (CREMONA e DE CAMILLI, 1997) onde os canais de K™-voltagem
dependentes sdo abundantes. E muito provével, entretanto, que ela interaja com outra(s)
proteina(s) de membrana, ainda desconhecida(s), mas importante(s) para sua internalizacao
(BEHEND et al., 2000). Em um modo similar o efeito inibitério das -neurotoxinas além
da PB-Butx nos canais de potdssio do terminal poderiam ser também explicados. Foi
proposto no entanto que a taipoxina, a ATx e a [B-Butx alcancam o compartimento
neuronal, onde elas bloqueiam a reciclagem da vesicula sindptica por uma acgdo
fosfolipolitica em trés diferentes sentidos. Deve haver também caminhos adicionais para
que as PLA; neurotdxicas entrem no neurdnio, por exemplo caveolae. Caveolae sao
microdominios de célula de membrana conhecidos por formar compartimentos Unicos
endocitdticos e exocitdticos na superficie de muitas células, capazes de importar moléculas
e envid-las aos locais especificos dentro da célula (OKAMOTO et al., 1998; ANDERSON,
1998). Foi demonstrado que as PLA, do tipo 1IA, PLA; do grupo dos mamiferos a qual é
estruturalmente muito similar as PLA, neurotdxicas, estdo funcionalmente associadas ao
glipican, glicosifosfatidilinositol-ancorado heparan-sulfato-proteoglicam, em caveolae
(MURAKAMI et al., 1999). Estando a PLA,-ITIA dentro de um compartimento subcelular
especifico, a drea perinuclear muito provavelmente procede através de uma endocitose do

tipo caveolae-mediada (patocitose) (MURAKAMI et al., 1999).

Por intermédio de estudos de ligacdo e também eletrofisioldgicos torna-se
evidente que algumas -neurotoxinas podem usar mais do que um importante sistema para
ganhar entrada ao ciclo da vesicula sindptica. Neste aspecto a auséncia de antagonismo da
atividade da B-neurotoxina para com substincias as quais inibem a endocitose mediada pelo
receptor, cloreto de amoénio e hidrocloreto de metilamina (SIMPSON et al., 1993) ¢

explicada.

Assim assume-se no modelo proposto de acdo das [B-neurotoxinas que as
mesmas poderiam entrar no ciclo da vesicula sindptica por diferentes caminhos. Receptores
neuronais diversos sdo constituintes de diferentes sistemas importados, os quais trariam as

B-neurotoxinas para o mesmo sitio no terminal nervoso. Estando 14 as [-neurotoxinas
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impediriam o ciclo das vesiculas sindpticas por hidrélise de fosfolipideos resultando no
mesmo processo de envenenamento para diferentes -neurotoxinas

(KRIZAJ e GUBENSEK, 2000).

3.1.8- Possiveis mecanismos para a facilitacao da liberacao do neurotransmissor

Virios mecanismos tém sido postulados para se interpretar a facilitacdo inicial
induzida pelas toxinas-PLA, em sistemas neuromusculares. A facilitacio poderia ser
devido a uma reducio da recaptacdo de Ca*? dentro do terminal nervoso seguida de um
desacoplamento da fosforilacao oxidativa na mitocondria (WAGNER et al., 1974), até a um
aumento da permeabilidade da membrana do terminal nervoso a fons € um aumento na
liberacdo dos neurotransmissores (MASUKAWA e LIVENGOOD, 1982; HALLIWELL
et al., 1982, RUGOLO et al., 1986); aumento da probabilidade da fusdo das vesiculas
sindpticas (STRONG et al., 1976); aumento na sensibilidade no mecanismo de liberacao
do Ca** ou um aumento na entrada de Ca** durante os potenciais de acio (SU e CHANG,

1984).

As mitocOndrias sdo consideradas importantes no processo de acumulacio de
Ca*? (DIAMOND e GOLDBERG, 1971) e qualquer distirbio no processo de acumulo e
remocio do Ca** do citoplasma poderia resultar em um aumento na atividade dos sistemas
Ca*—dependentes na célula (liberagio do neurotransmissor por exemplo). A
B-bungarotoxina é conhecida por ser um poderoso inibidor do acimulo de Ca* pelas
mitocOndrias de cérebro de rato (WAGNER et al., 1974). Porém, em experimentos de
“binding” realizados por TSENG e LIN-SHIAU (2003) descobriu-se que a 3-bungarotoxina
€ capaz de se ligar diretamente a receptores NMDA de cultura de neurdnios de cérebro de

rato, mecanismo que poderia ter a sua similaridade em terminais nervosos motores.

O desacoplamento mitocondrial pode causar a quebra dos gradientes de
concentracdo dependentes de energia os quais, no caso das mitocondrias, resultariam em
uma diminuicao nos gradientes de concentracao do Ca*? dentro do cistoplasma da célula. O

A . P . L. 2
resultado deste fendmeno seria um aumento nos niveis citoplasméticos do Ca*™, o qual
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poderia resultar no aumento da liberacdo espontanea. Apesar da -bungarotoxina ser capaz
de desacoplar a mitocdndria isolada (HOWARD, 1975), é improvéavel que a B-Butx seja
internalizada para exercer esses efeitos. HOWARD e WU (1976) mostraram que a [-Butx
liga-se covalentemente a agarose, o que poderia prevenir a internalizacao da toxina porém,
mesmo ligada, a toxina ainda exibia os seu efeitos. WERNICK et al. (1975) e NICHOLS
et al. (1985) sugerem que o desacoplamento é devido a dcidos graxos que foram liberados
pela hidrolise da membrana plasmdtica pelo componente fosfolipdsico da toxina. No
entanto, foi sugerido que a B-Butx age na membrana plasmdtica de sinaptosomas
(e presumivelmente nos terminais nervosos) e que provavelmente os &4cidos graxos
liberados pela atividade fosfolipasica A, entram no citoplasma tanto por difusdo quanto por
recaptacdo endocitdtica, mecanismo de desacoplamento da mitocdndria. Entretanto, estes
efeitos na mitocondria ndo podem explicar totalmente as atividades das neurotoxinas
fosfolipésicas no terminal nervoso porque a fase facilitadora € independente da atividade
fosfolipdsica (ver CHANG, 1985). Entretanto as alteracOes na respiragdo mitocondrial

recaem sobre a atividade catalitica da toxina, por exemplo produzindo dcidos graxos.

Foi observado que a adicdo de [-Butx causa um aumento geral na
permeabilidade da membrana plasmaética para ions e neurotransmissores (RUGOLO et al.
1986). Isto resulta em um aumento fosfolipase-dependente na liberagdo de acetilcolina,
glutamato e gama-aminoglobutirato dos neurdnios centrais. Entretanto, na junc¢do
neuromuscular, a facilitacdo induzida pelas neurotoxinas fosfolipésicas € independente de
atividade hidrolitica. Assim, as acdes relatadas por RUGOLO et al. (1986) ndo sdo

consistentes com os efeitos das neurotoxinas fosfolipdsicas na jun¢do neuromuscular.

HALLIWELL et al. (1982) e NICHOLS et al. (1985) reportaram que a 3-Butx
causa uma despolarizacdo da membrana plasmatica. Esta despolarizacdo ndo € conhecida
por ser devido ao movimento dos fons Na* j4 que este efeito nio é sensivel a tetrodotoxina.
Sugeriu-se entdo que poderia ser devido a um decaimento da bomba idnica dependente de
energia devido a um desacoplamento mitocondrial. Entretanto seria improvavel que a
despolarizacdo geral dos terminais pudesse ser responsdvel pela natureza fésica das
alteracOes da liberacdo do neurotransmissor induzida pelas neurotoxinas ndo estando

associada com o aumento no conteido quantico que € visto na jungdao neuromuscular.
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Mais informacdo sobre a acdo das fosfolipases neurotdxicas foi adquirida de
trabalhos usando-se membranas lipossomicas. O efeito da [B-Butx nas membranas
lipossdmicas foi estudado por STRONG e KELLY (1977). Eles sugeriram que a 3-Butx
preferentemente hidrolisa a membrana de fosfatidilcolina na fase de transicdo dos
lipossomas. A fase de transicdo € conhecida por ocorrer na interface entre a proteina de
membrana integral e os fosfolipideos que a circundam, por exemplo nas zonas ativas do
terminal nervoso. Foi sugerido também que uma vez que a proteina se liga a membrana
plasmadtica a atividade enzimdtica aumenta o nivel de dcidos graxos e lisofosfolipideos de
membrana os quais aumentam a probabilidade de fusdo com a membrana para liberar o
neurotransmissor. A presenca de colesterol nos lipossomas de fosfatidilcolina
marcadamente reduz a taxa de hidrélise. Além disso, membranas com um alto contetdo de
colesterol sdo relativamente resistentes a atividade hidrolitica da toxina, um exemplo sdo as
células de Schwann. Portanto a especificidade da acdo das toxinas pode resultar de um
unico conteudo lipidico da membrana. Entretanto, isto sugeriu que uma atividade para a
PLA, quanto a probabilidade de fusdo da vesicula sindptica como uma razdo para o
aumento da liberacdo do neurotransmissor em preparacdes de mamiferos seria
insatisfatoria. Isto porque o aumento na liberagdo do neurotransmissor é observado em
condi¢des em que a atividade PLA, € reduzida (por exemplo em presenca de cations
inibitérios) € um aumento no nivel de 4cidos graxos livres ndo poderia interferir neste
efeito. Entretanto, a acdo fosfolipdsica A,-depedente observada em preparagdes de ra

poderia ser explicada por este efeito.

Foi também sugerido que o aumento na liberacdo do neurotransmissor pode ser
devido a aumento na sensibilidade a0 Ca** do mecanismo de liberacdo ou, devido a um
aumento na entrada de Ca** durante o potencial de acdo (SU e CHANG, 1984). Durante a
facilitacdo da liberacdo do neurotransmissor tanto pela B-Butx como pela taipoxina, a curva
de concentragio em resposta a0 Ca*” ndo ¢ alterada para a esquerda em concentracdes
normais de Ca**. Assim, a sensibilidade aumentada ao Ca* ndo exerce papel fundamental
na facilitagdo da liberagdo do neurotransmissor. Ainda ndo estd claro se a facilitagdo é
devida a um aumento no influxo de Ca** durante o potencial de acdo, agindo a toxina em

. 2 . . . g
ambos os canais de Ca™ per se, ou se atua por meio de um mecanismo indireto.
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3.1.9- Possiveis mecanismos para o bloqueio da liberaciao do neurotransmissor

2

E comumente conhecido que o bloqueio irreversivel da liberacdo do
neurotransmissor ¢ devido a atividade hidrolitica das toxinas fosfolipasicas A,, j4 que a
atividade bloqueadora ¢ grandemente atenuada pelos inibidores catidnicos de PLA; e por
modificagdo quimica do sitio ativo da enzima (KARLSON, 1979). Véarios mecanismos
foram propostos para os efeitos irreversiveis das neurotoxinas fosfolipdsicas na liberagdao
do neurotransmissor. Estes devem ter sido baseados em medidas eletrofisiologicas indiretas
da atividade do terminal nervoso e em estudos bioquimicos de membranas do terminal
nervoso. Estes mecanismos correspondem a deplecdo dos estoques de energia resultando de
um desacoplamento da fosforilagdo oxidativa pela mitocondria (NICHOLS et al., 1985),
uma inibi¢do da recaptacdo de colina de alta afinidade (DOWDALL et al., 1977), uma
diminui¢do no influxo de Ca*™ ou uma diminui¢cdo na eficdcia do Ca™ em promover a

liberacao (SU e CHANG, 1984).

Os efeitos na mitocondria foram duvidosos ja que eletromicrografias mostraram
evidéncias de danos morfolégicos da mitocOndria apds envenenamento com a PLA;
(LULLMANN-RAUCH e THESLEFF, 1979) apesar do fato de que os cientistas tinham
ainda demonstrado a presen¢a de moléculas de toxinas dentro do terminal nervoso.
HOWARD e WU (1976) submeteram a 3-Butx a uma ligacdo covalente com largas bandas
de agarose para impedir a possibilidade da molécula da toxina de entrar na preparacdo de
sinaptossoma. Nestas condicdoes, a [B-Butx ainda exibiu atividade farmacoldgica.
HOWARD (1975) propds que as mitocondrias sdo desacopladas por um fator difusor (que €
conhecido por ser livre de dcidos graxos) produzido pela atividade hidrolitica da toxina na
membrana do terminal nervoso. Entretanto, a toxina ndo teria que cruzar a membrana
plasmdtica do terminal nervoso para exercer o seu efeito. ANDERSON e PARSONS
(1986) também sugeriram que a B-Butx danifica a membrana da vesicula de um modo
dependente da fosfolipase, e isto resulta no desacoplamento da ATPase e dos sistemas de
transporte de acetilcolina. Todavia, desacopladores mitocondriais conhecidos causam
alteragcdes na liberacdo do neurotransmissor que sdo diferentes do padrdo das neurotoxinas
(GLASGOLEVA et al., 1970), dados que sugerem que outros mecanismos podem estar

envolvidos no bloqueio da liberacdo do neurotransmissor. A [-bungarotoxina e outras
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PLA; neurotéxicas também bloqueiam o transporte de colina de alta afinidade em
eletroplacas de 6rgdo elétrico de torpedo (DOWDALL et al., 1977) em sinaptossomas de
cérebro de rato (SEN et al., 1976; FLETCHER e MIDDLEBROOK, 1986) e este bloqueio
resulta da deplecdo das vesiculas de acetilcolina. O bloqueio da recaptacdo de colina pode
ser reduzido pela modificacdo da toxina com BPB ou substituindo-se o Ca** pelo Sr*2. Isto
€ consistente com o bloqueio da liberacdo do neurotransmissor pelas fosfolipase A, através
de sua atividade hidrolitica. Entretanto, o bloqueio do sistema de transporte de colina de
alta afinidade com hemicolinio ndo resulta na redu¢do imediata da freqiiéncia dos
potenciais de placa terminal em miniatura (ELMQVIST e QUASTEL, 1965a) que ¢é
observado com as neurotoxinas PLA;, em discordancia com os efeitos do bloqueio da

recaptagdo de colina observados in vivo.

A B-bungarotoxina € conhecida por estimular a sintese € o armazenamento de
acetilcolina em preparagdes nervo-musculo, no entanto a notexina tem um efeito oposto
sobre a estocagem do neurotransmissor, ja que ela diminui o volume de ACh no diafragma
de rato (GUNDERSEN et al., 1980). Assim, as a¢des das neurotoxinas PLA; na jun¢ao
neuromuscular ndo sdo consistentes com um efeito na recaptacio de colina. O fato de que
altas concentracoes de K' ou sucrose hipertonica ainda aumentem a liberacdo do

neurotransmissor suporta esta idéia (CHANG e LEE, 1977).

Foi sugerido que o bloqueio da liberacdo do neurotransmissor ¢ devido a um
excessivo acimulo de Ca** ou a uma diminui¢do na entrada de Ca*? ou até mesmo a uma
diminuicdo da eficicia do Ca** em promover a liberacdo (SU e CHANG, 1984). Durante a
fase bloqueadora quando o conteddo quantico € reduzido, o mesmo pode ser parcialmente
restabelecido com 3,4-diaminopiridina (SU e CHANG, 1984). Isto sugere que o bloqueio
da liberacdo do neurotransmissor nao € devido ao bloqueio do influxo de Ca® ou ao
acimulo excessivo de Ca’" dentro do terminal nervoso; outros mecanismos devem estar
envolvidos nestes efeitos. SU e CHANG (1984) sugerem que a hidrdlise do axolema
promove um distirbio dos sitios ativos, que resulta no bloqueio irreversivel da liberacdo de

acetilcolina.
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Recentemente, foi possivel registrar precisamente os potenciais de agdo de
terminais nervosos. Estes potenciais de terminais nervosos podem ser registrados usando-se
microeletrodos colocados dentro da bainha perineural préxima ao terminal nervoso
(BRIGANT e MALLART, 1982). Assim € possivel determinar se os efeitos facilitatérios e
bloqueadores das neurotoxinas PLA; na jun¢do neuromuscular poderiam ser uma
conseqiiéncia de alteragdes dos potenciais relativos ao terminal nervoso motor. Além disso,
juntamente com a técnica de patch-clamp, o efeito de toxinas PLA; nos terminais nervosos
pode ser melhor compreendido em relacdo as alteracdes promovidas por estas toxinas

diretamente nos canais iOnicos.

3.1.10- A eletrofisiologia no estudo da farmacologia das neurotoxinas

Pode se dizer que a experimentacdo eletrofisioldgica tenha comecado no final
do século XVIII quando o italiano Luigi Galvani notou que a aplicacdo de um potencial
elétrico em nervos crurais de ra evocava a contragdo dos musculos da perna do animal. Em
meados do século XVI tornou-se possivel observar o sinal elétrico associado a atividade do
nervo ou musculo usando-se um galvandmetro de mercirio. Em 1902, Berstain prop0s os
fundamentos da eletrofisiologia moderna com sua hipdtese de uma membrana celular

permeével aos fons K* para explicar o impulso nervoso (DEMPSTER, 1988).

Antes da introdugdo de técnicas de registro intracelular por microeletrodos em
1949 por LING e GERARD (1949), os eventos elétricos em tecidos excitdveis eram
medidos por meio de registros extracelulares ou, no caso de neuronios de grande diametro
como o do axdnio gigante de lula, um eletrodo de metal era inserido no axoplasma. Em
1951, FATT e KATZ fizeram um amplo estudo eletrofisioldgico do terminal nervoso motor
registrando os potenciais de placa terminal usando para isso um microeletrodo inserido na
regido da placa motora do musculo sartério de ra curarizado. Para tal, utilizaram um
microeletrodo de vidro preenchido com KCI inserido através da fibra muscular na regiao
da placa motora. Este aparato experimental revolucionou o estudo da transmissdo quimica
em sinapses € em jungdes neuroefetoras levando a descobertas fundamentais relacionadas a

fisiologia da transmissdo neurohumoral. Desde entdo as técnicas eletrofisiolégicas por
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microeletrodo vém sendo utilizadas pelos farmacologistas para entender os mecanismos de
acdo de drogas que agem na jun¢do neuromuscular. J4 que a junc¢do neuromuscular
esquelética € um sitio prontamente acessivel da transmissdo neurohumoral, tem sido
amplamente estudada e por isso € a mais entendida. Entretanto, existem muitas drogas
desenvolvidas para atuar primeiramente na jun¢ao neuromuscular, mas que também atuam
em outros sistemas parecendo possuir multiplos sitios de atuagdo. Assim, uma questdao
muito comum feita pelos farmacologistas € "a droga x" exerce uma acgdo
primdria/secunddria na liberagdo do neurotransmissor no terminal nervoso, ou diretamente
no canal i6nico da regido pds-juncional ?". Para responder a esta e a outras perguntas
tornou-se imprescindivel o uso de técnicas eletrofisioldgicas que permitem desde um

simples estudo do potencial de membrana muscular até a visualizacdo dos mecanismos

envolvidos em canais id6nicos (PRIOR et al., 1993).

3.1.11- Metodologia para registros elétrofisiologicos intracelulares

Apesar do impulso nervoso estar acompanhado de efeitos que, sobre condi¢des
extremamente favordveis, podem ser detectados através de marcadores radioativos, os
métodos de registros de biopotenciais elétricos normalmente proporcionam uma maior
sensibilidade e conveniéncia na andlise dos efeitos induzidos por drogas neuroativas. Desta
forma, a diferenca de potencial entre dois pontos na membrana pode ser medida
conectando-se eletrodos a um amplificador acoplado a um sistema de registro. No entanto,
se o alvo da investigacdo é o potencial de acdo, fios de tungsténio ou platina de pequeno
diametro podem servir como eletrodos. Porém, qualquer superficie de metal desprotegida
possui a desvantagem de tornar-se polarizada pela passagem da corrente elétrica dentro ou
fora da solu¢@o com a qual estd em contato. Quando se procura medir a magnitude de um
potencial constante, como o potencial de membrana, eletrodos nao-polarizados ou
reversiveis devem ser utilizados. O tipo mais simples de eletrodo reversivel é conseguido
por recobrir eletronicamente um fio de prata com cloreto de prata mas, para medidas mais

precisas o calomel (mercurio/cloreto de mercurio) deve ser empregado.
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Quando se deseja registrar o potencial do interior da célula, o eletrodo terd que
ser muito bem isolado com excecdo de sua ponta. Além disso, ele deverd penetrar a célula
de maneira sutil sem produzir dano celular ou vazamentos elétricos. O primeiro registro
intracelular bem-sucedido foi feito introduzindo-se um capilar de vidro de 50 um de
diametro através da fibra muscular de um axdnio gigante de lula. No entanto, o método
mais utilizado atualmente usa capilares de vidro (borosilicato) de cerca de 2 mm de
diametro que sdo puxados por um puxador de micropipetas produzindo uma micropipeta de
0,5 um de espessura em sua ponta. Este microeletrodo € entdo preenchido com KCI 3 M e
um fio de prata cloretada € inserido na por¢do terminal do mesmo. Por meio de vérios
refinamentos dessa técnica, microeletrodos desse tipo tém sido usados para medir
diretamente o potencial de membrana ndo s6é em neurdnios simples como também em

varios outros tipos de células (KEYNES e AIDLEY, 2001).

3.1.12- Registro intracelular do potencial de membrana

Quando pela primeira vez Hodgkin e Huxley mediram a absoluta magnitude do
potencial elétrico em uma célula viva introduzindo um eletrodo capilar através do axdénio
gigante de lula, verificaram que, quando a ponta do eletrodo penetrava o suficiente dentro
da fibra muscular o potencial tornava-se de 60 mV negativos em relagdo ao eletrodo
posicionado na face externa da membrana em contato com a solucdo nutritiva. O potencial
de repouso através da membrana em um axdnio intacto foi entdo de —60 mV em relagdo ao

lado externo.

Atualmente utiliza-se esta técnica para medir potenciais que variam de 150 mV
a poucos microvolts e, em ordem para registrd-los precisamente, a freqiiéncia de resposta
do sistema necessita se ajustar de zero a cerca de 50 kHz (1 Hz = 1 ciclo/s). Dessa forma,
para produzir o grau necessdario de amplificacdo, um amplificador deve proporcionar um
alto grau de resisténcia de entrada (imput impedance) e deve gerar o minimo possivel de
ruido elétrico na auséncia deste sinal. Atualmente estes sistemas operacionais de alta
qualidade sdo produzidos em escala industrial ndo sendo dificil adquiri-los no mercado. No

set up eletrofisioldgico a saida ou output é comumente acoplada a um osciloscopio de raio-
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catodo, ajustado a um tubo de registro no intuito de se avaliar posteriormente os sinais
adquiridos. Para se obter um registro permanente a figura gravada no video pode ser
fotografada. O registro direto em papel por intermédio de um equipamento registrador
(fisiografo) é também utilizado em alguns casos, mas possui o inconveniente de nao
reproduzir fidedignamente alguns potenciais de acdo de freqii€ncia mais elevada. Assim
recentemente introduziu-se o uso de computadores on-line tanto para a gravagdo quanto
para a andlise posterior dos resultados, o que facilita muito a andlise mais precisa do

decurso temporal deste potenciais (KEYNES e AIDLEY, 2001).

3.1.13- Biopotenciais elétricos e o contetiido quantico

Os primeiros experimentos que exploraram a técnica de microeletrodo
intracelular desenvolvida por Hodgkin e Huxley foram aqueles realizados por Katz e
colaboradores no University College of London (FATT e KATZ, 1951, 1952; del
CASTILLO e KATZ, 1954a, b). Suas descobertas formaram a base para a teoria da
liberacao quantica do neurotransmissor. A observacdo crucial, feita em uma preparagdo
nervo-musculo, foi o aparecimento de despolarizacdes passageiras ao acaso de pequena
amplitude (0,5-1,0 mV) com um curso de tempo em torno de 10 ms (FATT e KATZ,
1952). Estes potenciais foram chamados de potenciais de placa terminal em miniatura
(PPTM). O grupo também notou uma flutuacdo randdomica da amplitude dos potenciais de
placa terminal evocados (PsPT) registrados em solucdo nutritiva de Ringer contendo um
excesso de fons magnésio. Quando a concentracdo de magnésio era aumentada a
transmissdo era reduzida a um nivel em que nenhum estimulo nervoso era capaz de gerar
um potencial. Além disso, os menores PsPT que foram registrados tinham a mesma
amplitude dos PPTM. Entao os PsPTM foram correlacionados aos PsPT pela observacao de
que a flutuacdo na amplitude dos PsPT em solu¢do com alto magnésio variava exatamente

por multiplos da amplitude dos PPTM (del CASTILLO e KATZ, 1954a, b).

Como resultado das observacdes citadas acima, foi desenvolvida uma teoria de
que o nervo motor libera o neutransmissor acetilcolina em pacotes ou quantas de

acetilcolina. Assim, o PPTM representa a liberagdo da unidade minima ou quantum de
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acetilcolina e os PsPT representam liberagdes multiplas simultaneas de um quantum. De
acordo com esta idéia, o nimero de quanta liberado por impulso, o contetido quantico (m) €
representado, pelo menos em baixos niveis de liberacdo, pela amplitude do PPT dividida

pela amplitude do PPTM o que da:

m = amplitude do PPT
amplitude do PPTM

O grupo de Katz também demonstrou que, em baixos niveis de liberagdo, o
processo de liberacdo seguia as previsdes da estatistica de Poisson que diz que a liberacdo
de um quantum é um evento estatisticamente diferente, inalterado pela liberagdo prévia.
Dessa forma o “m” também pode ser calculado através da varidncia das amplitudes dos

PsPT:

m = (média da amplitude dos PsPT)Z

variancia da amplitude dos PsPT

e também por se acessar o nimero de PsPT que falharam resultado de uma série

de estimulos deflagrados:

m = log. n° de estimulos deflagrados

n° de PsPT que falharam

Pouco tempo depois do desenvolvimento da teoria quantica, foi dado um
suporte morfoldgico ao conceito de quantum, pela observacao através de eletromicrografias
do terminal nervoso de estruturas de pequeno didmetro (50 nm) ligadas 2 membrana do
citoplasma terminal (PALADE e PALAY, 1954). Estas estruturas foram chamadas de
vesiculas sindpticas e a sua existéncia levou a interrelacdo entre quanta e vesiculas
sindpticas, a chamada hipétese vesicular da transmissd@o quantica. De acordo com esta
hipotese o PPTM resulta da colisdo expontanea de uma vesicula sinédptica individual com a

membrana pré-sindptica. Isto resulta na exocitose do neurotransmissor dentro da fenda
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sindptica onde ele pode interagir com os receptores pds-juncionais para produzir um
potencial elétrico. As respostas evocadas de conteido quantico maiores que o de uma
unidade (acima de vdrias unidades em algumas sindpses) sdo o resultado de exocitoses
simultineas disparadas por um influxo de {fons cdlcio liberando o contetido de varias
vesiculas de acetilcolina. Tem sido demonstrado que as vesiculas sindpticas contém altas
concentragdes de acetilcolina (MARCHBANKS, 1967) e possuem um mecanismo de
transporte para bombear a acetilcolina do citoplasna para o interior da vesicula (PARSONS
et al.,, 1993) formando invaginacdes em forma de dmega quando elas coalescem com a
membrana pré-juncional, durante intensa liberacdo do neurotransmissor (PRIOR et al.,
1993). Desta forma, existe uma forte evidéncia da ligagao entre as vesiculas sindpticas e o

conteudo quantico.

Assim, o uso de técnicas eletrofisildgicas convencionais revelou-se importante
para o estudo dos efeitos farmacoldgicos induzidos por venenos animais e suas toxinas em
modelos experimentais. Em primeiro lugar, por meio destas técnicas é possivel aumentar o
conhecimento adequado da fisiopatologia dos envenenamentos e instituirem-se medidas
racionais e eficientes para os tratamentos. Em segundo, o uso destas técnicas tem revelado
substancias que vém contribuindo de modo decisivo para o esclarecimento de varios

fendmenos fisioldgicos e fisiopatoldgicos.

3.1.14- Descricao do potencial de acao do terminal nervoso

O terminal nervoso de mamiferos perde a sua bainha de mielina quando em
contato com a fibra muscular. E esta porcdo ndo mielinizada que forma a drea especializada
para a liberacdo do neurotransmissor, havendo um grande interesse no papel desta drea em
governar a liberacdo deste. Foram HODGKIN e HUXLEY (1952) que fizeram a primeira
descricdo da geracdo de um potencial de acdo ao longo de fibras nervosas nao-mielinizadas
e atribuiram esta despolarizacao (a fase de decurso do potencial de acdo) a uma corrente de
Na® de entrada e a repolarizacio (a fase de decaimento do potencial de acdo)
principalmente devido a um aumento na condutancia aos fons K*). Esta descri¢do também

foi confirmada para outras fibras nervosas ndo mielinizadas e também para os nodos de
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Ranvier de anfibios (CHIU e RITCHIE, 1982). Entretanto, em nodos de Ranvier de
mamiferos, a fase de repolarizagdo do potencial de acdo depende principalmente da
inativacdo do canal de Na* e condutincias de ‘vazamento’, devido a falta de canais de K.
E dificil estabelecer a situagio nos terminais nervosos em virtude do tamanho muito
pequeno dos mesmos e também da sua relagdo intima com a membrana muscular
dificultando o uso de técnicas eletrofisiologicas convencionais para explorar as suas

propriedades.

Até recentemente ndo era possivel registrar com precisdo a atividade elétrica
que ocorre nos terminais nervosos nao-mielinizados de mamiferos. Portanto, uma prova
direta da distribui¢do dos canais que eram ativamente ou passivamente despolarizados nao
estava disponivel. O potencial de a¢do do terminal nervoso foi investigado por HUBARD e
SCHMIDT (1963). Eles concluiram que os terminais nervosos pré-sindpticos de diafragma
de rato sdo eletricamente excitdveis e sdo ativamente invadidos por impulso nervoso.
Entretanto, seus experimentos foram incapazes de mostrar uma prova visual da posicao do
eletrodo sendo suas evidéncias indiretas. Mais recentemente BRIGANT e MALLART
(1982), usando uma combinac¢do de um determinado musculo de camundongo muito fino e
plano (o triangular externo) e a dptica de Normanski, foram capazes de posicionar o
microeletrodo através de controle visual em qualquer ponto ao longo do terminal nervoso e
registrar extracelularmente as correntes do terminal nervoso. Usando-se esta técnica, duas
formas de onda principais foram registradas dependendo da localizacdo especifica do
microeletrodo no terminal nervoso. Na transicao entre a parte mielinizada e ndo mielinizada
do axdnio (denominada de area pré-terminal), a forma de onda consiste em uma deflexao
positiva seguida de duas deflexdes negativas. Na porcdo terminal do axonio (denominada
de édrea terminal), a forma de onda consiste de duas deflexdes positivas. Correntes
extracelulares que entram ou que saem do terminal sdo registradas como uma queda de
potencial através da resisténcia de selamento do eletrodo. Sinais positivos indicam
correntes externas, sinais negativos indicam correntes internas. O sinal positivo menor que
precede a forma de onda principal foi descoberto por KONISH e SEARS (1984) por
ocorrer simultaneamente na drea pré-terminal. Eles sugeriram que este sinal é produzido
como resultado de uma descarga de corrente capacitiva produzida pela abertura de canais

de Na" despolarizando o terminal.
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Usando-se agentes bloqueadores especificos, BRIGANT e MALLART (1982)
puderam identificar pela primeira vez os componentes da forma de onda associados com as
correntes de Na*, K'e Ca®*. A aplicacdo iontoforética de tetrodotoxina, um bloqueador de
canal de Na®, na drea pré-terminal abole o primeiro componente negativo, mas em
condi¢des normais 0 mesmo tratamento na area terminal ndo exerce efeito. Entretanto,
quando o ultimo nodo e a regido pré-terminal sdo expostos a tetrodoxina uma pequena
corrente de entrada que € sensivel a esta toxina foi observada nos terminais
(KONISH, 1985). Esta corrente era maior quando a membrana era hiperpolarizada e menor
quando a membrana era despolarizada. No entanto, os terminais sdo ativamente
despolarizados mas os potenciais de ac¢do sdo gerados pelos canais de Na'. A aplicagio
iontoforética de aminopiridinas e tetraetilamonio, bloqueadores de canais de K, suprimem
a primeira deflexdo positiva retardada (o segundo componente positivo) da forma de onda
do terminal. Isto indica que os canais de K* s6 estdo presentes na regido das terminacdes
nervosas. BRIGANT e MALLART (1982) concluiram que, juntamente com uma separacao
temporal de correntes de Na' e K', também existe uma separacdo fisica destes canais
idnicos. Os canais de Na* estdo principalmente concentrados na parte pré-terminal e os
canais de K* estdo localizados nos terminais juntamente com os canais de Ca*. Eles
sugeriram que a concentracdo de canais de Na" na regido pré-terminal deixa mais espaco no
terminal para outros componentes de membrana mais diretamente envolvidos no processo
de liberacdo e que os canais de sddio dos terminais agem por assegurar a liberagdo do
neurotransmissor. Dos experimentos de BRIGANT e MALLART (1982), KONISHI e
SEARS (1984) e KONISHI (1985) pode-se deduzir uma descri¢ao precisa dos eventos
elétricos que levam a liberacdo de acetilcolina. Um impulso nervoso propagado através do
axOnio motor inicia uma despolarizagdo no ultimo nodo de Ranvier. Esta despolarizagdao
invade o terminal pré-sindptico por disseminacdo eletrotonica e o despolariza. Se a
despolarizacdo chegar ao limiar de excitagdo, um potencial de acdo € gerado na parte
pré-terminal (heminodo). A reversdo do potencial de membrana neste ponto promove um
circuito local o qual continua por despolarizar a parte terminal dos terminais principalmente
por difusdo eletrotdnica, apesar dos canais de Na® estarem contribuindo para ativacdo da
despolarizacdo desses terminais. A corrente de K* externa e a corrente de Ca* interna dos

terminais sdo inicializadas por despolariza¢io. Sobre condi¢des normais a corrente de K* é
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muito maior que a corrente de Ca®* e a rede externa de corrente iénica repolariza a
membrana. Devido a diferenca regional na densidade dos canais i0nicos, a diferenca de
potencial é estabelecida entre as partes terminal e pré-terminal comportando-se como uma
‘bacia’ do circuito local. A ativacdo dos canais de Na* espacialmente separados na regido
do terminal nervoso e dos canais de K* e Ca** nos outros geram correntes idnicas e separam
circuitos locais os quais fluem entre as por¢des pré-terminais e terminais das terminacoes
nervosas. Assim os sinais registrados em cada ponto dos terminais nervosos correspondem

a somacao de correntes i0nicas passivas entrando ou deixando a membrana naquele ponto.

Registros por longo periodo de tempo (60 min) da area pré-terminal ou terminal
dos terminais nervosos sdo tecnicamente muito dificeis, j& que o selamento em torno do
eletrodo de registro estd longe de ser perfeito e os sinais demonstram baixa relacio entre a
taxa de sinal-ruido. Entretanto, usando-se a técnica de registro subendotelial da regido
pré-terminal do axonio motor de ra (GUNDERSEN et al., 1982) € possivel registrar sinais
significativamente mais amplos (e com uma larga relag¢do sinal-ruido) além de serem mais
estaveis. A mesma técnica foi aplicada por MALLART (1985a) e PENNER e DREYER

(1986) em preparagdo triangular externo de camundongo.

Grupos de nervos sdo recobertos por trés camadas de tecido, o endoneuro,
perineuro e o epineuro. O perineuro estd como num sanduiche entre o endoneuro e o
epineuro. As células do perineuro estdo ligadas umas com as outras por meio de juncdes
muito fortes formando um tipo de banda terminal-aberta que € relativamente impermeével
ao movimento dos ifons. A abertura-intermindvel da banda perineural e suas propriedades
isolantes resultam em um caminho de baixa resisténcia para a conducdo das correntes
geradas nos terminais. MALLART (1985b) mostrou que as correntes registradas nos
terminais podem ser registradas entre 1 mm ou mais da regido de placa terminal para
perineuro e que o sinal perineural corresponde a corrente que retorna aos nodos de origem

no nervo estimulado.

A forma de onda registrada de dentro da banda perineural nas ramificagdes
terminais do nervo motor € em principio o mesmo sinal registrado na regido pré-terminal do
terminal nervoso. Ela consiste de uma pequena deflexdo ascendente seguida por duas

deflexdes descendentes (PENNER e DREYER 1986). A forma de onda positiva foi descrita
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como sendo uma corrente interna do axonio. O ultimo nodo de Ranvier e a drea
pré-terminal promovem uma baixa fonte de impedancia que descarregam a corrente
capacitiva do terminal. O primeiro pico negativo estd associado com a corrente interna de
Na* produzida por excitacdo e os nodos de Ranvier superiores € o heminodo; a segunda
deflexdo negativa foi atribuida a correntes locais geradas pelas correntes externas de K* que
estdo localizadas nos terminais dos nervos (PENNER e DREYER, 1986). A corrente de
Ca*? interna do terminal nervoso ndo é distinguida sobre condi¢cdes normais, jd que a
corrente de K* sufoca a corrente de Ca*>. Isto s6 ¢ revelado apo6s o bloqueio das correntes

externas de K.

3.1.15- A técnica de patch-clamp

A técnica de patch-clamp foi primeiramente descrita por NEHER e SAKMAN
(1976) e desenvolvida posteriormente por HAMILL et al.,, (1981). Esta técnica
revolucionou o campo de andlises eletrofisiol6gicas com respeito ao comportamento das
membranas celulares por duas principais razdes. A primeira é que permitiu a resolugdo de
correntes que fluem através de proteinas simples de canais i0nicos (single channel) em
membranas celulares nativas. Isto possibilitou um estudo detalhado de sua permeabilidade e
propriedades cinéticas, farmacoldgicas e de modulacdo bem como promoveu um poderoso
e novo critério para a classificagdo de canais, levando a identificacao de varios novos tipos.
Em segundo lugar, o patch clamp aumentou o numero de células disponiveis para o estudo,
o que € conveniente para o uso em eletrofisiologia, por incluir muitos tipos (especialmente
de mamiferos) de fibras musculares que, por serem de pequeno didmetro, mostravam-se de

dificil manejo quando se usavam as técnicas eletrofisiologicas convencionais.

A técnica de patch-clamp se utiliza de um microletrodo de vidro preenchido
com eletrdlito com uma ponta de cerca de 1 um ou menos. A ponta é polida a fogo para
que a borda forme um forte selamento com a membrana celular mais do que penetrar a
célula. Isto isola eletricamente uma pequena por¢do da membrana celular e permite que os
ions fluam através dos canais idnicos no patch para serem medidos como corrente elétrica.

A corrente que flui através de um simples canal idnico é de cerca de 0.1-10 pA, e um
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amplificador sensivel e uma atengdo particular a reducdo de ruidos elétricos estranhos sao

necessarios para se estudar as correntes em um unico canal.

Virias técnicas experimentais poderosas se tornaram possiveis usando-se o
patch- clamp a configuracdo cell attached, os patches inside-out e outside-out e também o
whole cell patch s@o possiveis. O modo mais simples de operacdo € a configuracdo
cell-attached, obtida quando a pipeta € selada primeiramente contra a célula. As correntes
podem ser registradas de canais i0nicos através dos patches isolados sobre condigdes
relativamente naturais mantendo-se a integridade da célula. Cada modalidade de patch €
usada para uma determinada finalidade. Por exemplo, na configura¢do inside-out € possivel
aplicar substancias no interior da superficie da membrana. Esta técnica € especialmente
empregada para o estudo do efeito intracelular de segundo mensageiros na funcio do canal
i6nico. Alternativamente é possivel aplicar um pulso de succio a pipeta sugando-se a parte
interna do patch. Esta configuracdo de whole-cell patch-clamp permite clampear a
voltagem de toda a célula como no experimentos com eletrodos intracelulares. Finalmente
se a pipeta € puxada para fora da célula em uma configuracdo de whole-cell, ndo € dificil de
se destacar um pedaco da membrana que ficard aderida a ponta da pipeta. Esta configuracao
¢ chamada de outside-out e € extensivamente usada para o estudo de canais receptores-
operados onde vdrias concentracdes de agonistas e antagonistas podem ser aplicadas e

removidas.

3.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

Nesta série de experimentos os objetivos foram o de identificar os componentes

neurotéxicos do veneno total com atividade fosfolipdsica A, ou seja:

1- Promover o isolamento, a purificacdo e a caracterizacdo bioquimica destes
componentes usando-se equipamentos de cromatografia liquida, eletroforese
e andlise de aminodcidos e equipamentos para a medida da atividade

fosfolipésica A,.
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2- Comparar a seqiiéncia N-terminal dos compostos obtidos com a de outras

fosfolipases ja descritas na literatura.

3- Verificar se as toxinas PLA, alteram a liberacio de creatino quinase

usando-se a preparagdo biventer cervicis.
4- Caracterizar farmacologicamente estes compostos usando-se:
Técnicas miograficas
a) prepara¢do nervo frénico diafragma de camundongo.
b) preparacdo biventer cervicis de pintainho.
Técnicas eletrofisiologicas
a) medidas do potencial de membrana em repouso.
b) medidas do potencial de placa terminal em miniatura (PPTM).
¢) medidas do potencial de placa terminal.

d) medidas extracelulares do potencial de agcdo composto em preparagdo nervo

ciatico de camundongo.

Além disso, o uso de técnicas eletrofisioldgicas mais sofisticadas, como as de
whole-cell patch-clamp em cultura de células de neurdnios da raiz dorsal, também teve

como objetivo:

a) os registros das correntes de s6dio e potdssio para a verificagdo dos possiveis

efeitos das neurotoxinas PLA, em canais i06nicos.
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3.3- MATERIAL E METODOS
e Animais

Camundongos machos da linhagem Swiss, pesando entre 25 e 30 g, foram
fornecidos pelo Centro de Bioterismo da Unicamp. Camundongos machos Balb/c e ratos
Sprague-Dawley foram fornecidos pelo biotério da University of Strathclyde. Pintainhos da
linhagem HY LINE W36, com peso entre 40 e 50 g (4-10 dias), fornecidos pela Granja Ito
S/A. Os animais foram alojados a 25 = 2°C com livre acesso a dgua e racdo

(Projeto aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentagio Animal n® 304-2).
e Veneno

O veneno de Micrurus dumerilii carinicauda foi adquirido da Sigma Chemical

Co. (St. Louis, MO, USA).
¢ Kit de creatino quinase

Foi usado o kit de CK-NAC Cinético Bioclin adquirido da Quibasa Quimica
Basica Ltda (Belo Horizonte, MG, Brasil).

e Solucio nutritiva

Nos experimentos com a preparacao nervo frénico-diafragma de camundongo
foi usada a solugdo de Tyrode com a seguinte composi¢cao (mM): NaCl 137; KCl 2,7;
CaCl, 1,8; MgCl, 0,49; NaH,PO,4 0,42; NaHCO3 11,9 e glicose 11,1. Nos experimentos em
preparacdo biventer cervicis de pintainho foi usada a solucdo de Krebs de composi¢do

(mM): NaCl 136; KC1 5; CaCl, 2.5; NaHCOs3 23.8; MgSO4 1.2; KH,PO4 1.2 e glicose 11.
Purificacio da subfracao ativa MiDCA1
e Preparo do veneno

O veneno de M. d. carinicauda foi dissolvido em 40 pl de bicarbonato de
amoOnio completando-se o volume para 100 pl com écido trifluoro acético (ATF) 0,1% e
centrifugado (14.000 g, 3 min, 4 °C) para remover material insolivel. O sobrenadante claro

foi usado para cromatografia.
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¢ Cromatografia em HPLC de coluna fase reversa Sephasil Peptide C18

Usando-se uma coluna do tipo Sephasil Peptide C18 5 um St 4.6/250
(Amersham Pharmacia Biotech), o veneno de M. d. carinicauda foi aplicado a coluna
pré-equilibrada com ATF (0,1%). O material foi eluido com um gradiente linear (0-65%)
de acetonitrila (ACTH) 66% em ATF 0,1%. Em todos os ensaios, o perfil de elui¢do foi
monitorado a 214 e 280 nm. As fragdes resultantes foram liofilizadas e testadas em sua

atividade bioldgica.
¢ Cromatografia em HPLC de coluna Fase Reversa de Alta Eficiéncia

Para verificar a pureza dos picos de interesse eluidos na cromatografia do
veneno total em coluna do tipo Sephasil Peptide C18 5 um St 4.6/250, bem como o grau de
hidrofobicidade destas proteinas, utilizou-se o equipamento Waters HPLC modelo PDA,
equipado com duas bombas Waters mod. 510, com injetor automatico de amostra Waters
modelo U6K e uma coluna C18/uBondapack 3.9 x 300 mm. Para esta cromatografia
utilizou-se um gradiente descontinuo de 0 a 100% de solucdo de acetonitrila 66% em 0,1%
de 4cido trifluoroacético pH 2,5. As amostras monitoradas a 220 nm e em seguida

liofilizadas.
Concentracao protéica

As concentragdes protéicas, tanto das solucdes de veneno total quanto das
fracOes cromatogréficas, foram determinadas baseando-se na absorbancia a 280 nm em
espectrofotometro Uvikon 810 (Kotron Instruments). Neste caso, uma Ajgonm de 1,0
(em cubeta de 1 cm) corresponde a concentragao de 1,0 mg/ml. A dosagem de proteinas
também foi feita utilizando-se o método descrito por LOWRY et al. (1951). A amostra com
solucdo de proteina foi diluida oito vezes em volume final de 200 ul e incubada a
temperatura ambiente por 10 min com 1 ml de reagente cuproalcalino, constituido de
solucdo A (carbonato de s6dio 2% em NaOH 0,1 N, p/v), solu¢do B1 (sulfato de cobre
1% em H,0, p/v) e da solu¢do B2 (tartarato de sédio e potédssio 2% em H,O, p/v) na

propor¢ao de 100:1:1 v/v, respectivamente.
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Em seguida foram adicionados 50 pl de reagente de Folin (Merck), deixando-se
por 30 min em temperatura ambiente na auséncia de luz. Posteriormente foi lida
absorbancia a 660 nm. A concentragao de proteina foi determinada usando curva padrio de

soro albumina bovina, com concentracdes de 0 a 400 pg/ml.
¢ Eletroforese em gel de poliacrilamida-tricina

O gel de poliacrilamida foi preparado de acordo com a metodologia descrita por
SHAGGER e VON JAGOW (1987), a partir de uma solugio estoque de
acrilamida-bisacrilamida (49,5%T; 3%C) e tampao para gel. O gel de corrida compde-se de
4,0 g de glicerol 89%, em 10 ml de tampao para gel (Tris-HCl 3 M, SDS 0,3 %, pH 8,43),
persulfato de amonia (PSA) 0,025% (100 mg/ml), 6,1 ml de solugdo estoque de acrilamida-
bisacrilamida e TEMED 0,05%, em volume final de 30 ml para cada gel. O gel de
separacdo (spacer gel) foi preparado com tampao de gel 10 ml, solu¢do estoque de
acrilamida 10 ml para um volume final de 30 ml com dgua Milli-Q. Os géis foram
adicionados simultaneamente entre duas placas de vidro (sistema duplo de placas SE 250
Might Small - Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, USA), onde o gel superior foi
confeccionado usando-se 1,0 ml de solucdo estoque de acrilamida em 3,1 ml de gel buffer

(100 pl de PSA 100 mg/ml) e 0,1 % de TEMED, em um volume final de 12,5 ml.

As amostras foram dissolvidas em tampao constituido de 50% de glicerol 87%,
20% de tampao gel amostra, 1 g de SDS, 3 mg de EDTA e 10 mg de azul de bromophenol
em um volume final de 35 ml. As amostras foram aplicadas em um volume de 25 pl. A
corrida eletroforética foi desenvolvida a temperatura ambiente em tampao catodo Tris-HCI
0,1 M, SDS 0,1% pH 8,25 e tampdo para anodo Tris-HCI 0,2 M, pH 8,9, com duragdo

aproximada de 3 horas sob corrente de 40 mA.

Ap6s a corrida eletroforética o gel foi corado com Comassie Blue R-250 0,1%
em solugdo de 4cido acético, metanol e d4gua na proporcdo de 1:4:5 (v/v) durante 5 horas.
Em seguida o gel foi descorado em solu¢do de 4cido acético, metanol e 4gua na mesma

propor¢ao.
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¢ Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada segundo LAEMMLI
(1970). Os géis de poliacrilamida foram feitos de modo descontinuo, apresentando um gel
de concentracio de 5% e gel de corrida de 12,5%, preparados a partir de uma solucio de
acrilamida estoque a 30% e N,N, metileno-bisacrilamida a 0,8% (Bio Rad Labs.
Richimond, CA, USA) dissolvidos em dgua deionizada pelo sistema Milli-Q (mllipore-
Waters Co.).

O gel de corrida foi preparado utilizando-se o tampao Tris-HCI (1,5 M-pH 8§.,8)
contendo 0,2% de SDS para solubilizacio das amostras, 0,1% de
N-N-N-N-Tetrametilediamina (TEMED) e 0,01% de persulfato de amodnio para
polimerizacdo. Apds a polimerizagdo deste foi preparado o gel superior (gel de
concentracdo) com 5% de acrilamida em tampao Tris-HCl 1M, ph 6,8; 0,2 % de SDS,
0,1% de TEMED e 0,01% de persulfato de amonio.

As amostras (20 a 50 pg de proteina) foram diluidas no tampdao de amostra
(Tris-HCI 0,08 M pH 6,8, adicionando-se 2% de SDS mais 10% de glicerol e 1% de azul de
bromofenol. A reduc@o das amostras foi feita com DDT (Sigma), numa concentragdo final

de 0,1 M.

A eletroforese SDS-PAGE foi realizada em sistema duplo de placas “SE 250
Might Small II” (HoeferScientific instruments), em tampao de corrida (Tris-HCI, 0,025M,
glicina 0,192 M com SDS a 0,1% pH 8,3) a voltagem inicial de 60 V até a entrada da
proteina no gel de corrida e posteriormente de 100 V. Foram usados como padrao os
seguintes marcadores de massa molecular, obtidos da Sigma: fosforilase b (97000 kDa),
Albumina (66000 kDa), Ovalbumina (45000 kDa), Anidrase carbdnica (30000 kDa),
Inibidor de Tripsina (20100 kDa) e a-lactalbumina (14400 kDa).

-Coloracao das proteinas por prata

As solugdes foram preparadas imediatamente antes do uso e utilizadas
seqiliencialmente, conforme descrito a seguir: Solu¢ado fixadora (50%) metanol, (12%) acido

acético e (0,028%) formaldeido por 12 h; 50/5 etanol, 3 x 20 min, solucdo de sensibiliza¢ao
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(0,2/5 tiossulfato de sédio) por 1 min. DdH20, 3 x 20s; solucdo de impregnacdo (0,2% de
nitrato de prata, 0,028% formaldeido) por 20 min; ddH2O, 3 x 20s; solucao reveladora (6%
de carbonato de sodio, 0,4% de tiossulfato de sédio; 0,018% formaldeido) até o

aparecimento dos pontos, solu¢do de paralizagcdo (5% de acido acético) por 10 min.
e Seqiienciamento da porcao N-terminal

O seqiienciamento direto da porcdo N-terminal dos peptideos obtidos pelo
fracionamento do veneno em coluna Sephasil Peptide C18 5 um St 4.6/250 foi realizado
com as proteinas nativas, usando-se um seqiienciador automatico (Procise F Sequencer
Applyed Biosystem). Os aminodcidos marcados com feniltiohidantoina, foram
identificados de acordo com seu tempo de reten¢do, comparando-os com aminodcidos

padrao PTH .
e Analise de aminoacidos

Os aminodcidos foram separados e analisados por HPLC de fase reversa com
seu derivado OPA (ortofitalldeido), baseado no método descrito por JARRET et al., (1986).
Uma coluna Spherisorb ODS-2 (Smm, 4 x 250 mm) foi usada e eluida a 0,8 ml/min em um
gradiente linear formado por solu¢des de 65% de metanol e tampao fosfato pH 7,25m (50
mM de 4gua). O gradiente aumentou a proporcao de 65% de metanol, de 20 a 60% entre O a
25 min, 60 a 75% de 25 a 31 min, € 75 a 100% de 31 a 50 min. O efluente da coluna foi
monitorado por um detetor de fluorescéncia Shimadzu (modelo RF350) operando com um
comprimento de onda de excitagdo de 250 nm e um comprimento de onda de emissdo de
480 nm. Para a andlise dos aminédcidos Pro e Cys foi utilizado um sistema Acc-Tag da
Waters adaptado para a coluna usada para OPA. O padrdao de aminodcidos usado foi o S-18

da Sigma.
e Determinacao da atividade fosfolipasica

A determinacdo da atividade fosfolipdsica foi realizada segundo o método
descrito por CHO e KEZDY (1991) e HOLZER e MACKESSY (1996). O substrato foi
acido 4-nitro-3(octanoiloxi) benzdico. Foram utilizadas amostras com uma concentragio de

0,1 mg/ml de amostra, no caso do veneno e fragdes. As amostras foram incubadas junto
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com o substrato, tampao de reacdo (Tris-HCI1 0,1 M, Ca™ 0,01 M, pH 8) por 30 min. Apds
o tempo de incubagdo, a reacdo enzimatica foi lida em um leitor de placas de 96 pogos

(SpectraMax 340 Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA), em 425 nm.
Caracterizaciao farmacologica da PLA, MiDCA1
e Determinacio de creatino quinase (CK)

A contracdo de células musculares esqueléticas depende de ATP como fonte de
energia, porém, o suplemento de ATP nao € suficiente para sustentar a contracdo por um
longo periodo de tempo. Entdo, para a célula estar ativa e manter a contragdo, o ATP
precisa ser continuamente abastecido. Isto acontece através da metabolizacdo da glicdlise e
da acdo do ciclo do 4cido tricarboxilico. Enquanto o oxigénio estd disponivel, a célula
muscular mantém uma elevada reserva de fosfato, na forma de creatinofosfato, composto
rico em energia. A enzima que vai agir sobre o creatinofosfato € a CK, presente no
citoplasma da célula muscular. Sua determinacdo é importante em alguns diagndsticos
clinicos, em casos de danos tissulares, como nas distrofias musculares e infarto do

miocardio (NAKADA et al., 1984).

Procedimento: A preparacdo foi exposta a tratamentos controle (solugcdo de
Krebs, 120 min) ou MiDCAI (2.4 uM, 120 min). Aliquotas de 100 uL foram retiradas do
banho nos tempos 0, 15, 30, 60, 90 e 120 minutos, com reposi¢ao de igual volume de
solugdo nutritiva. As aliquotas serdo mantidas a 4°C até o momento da dosagem
enzimadtica, as quais foram analisadas utilizando-se o “kit” Bioclin® (Quibasa Quimica
Basica LTDA, Brasil), para determinacdo dos niveis de CK, conforme orientagdes do

fabricante.
e Preparacio nervo frénico-diafragma de camundongo

Camundongos foram anestesiados por via intraperitoneal com hidrato de cloral
(300 mg/kg) e posteriormente exsanguinados. Apds a dissecagdo para a retirada do
hemidiafragma esquerdo e direito e isolamento dos nervos frénicos correspondentes
(BULBRING, 1946), as preparacdes foram banhadas em solugio nutritiva de Tyrode (pH
7,5) areada com carbogénio (mistura de 95% de O, e 5% de CO,; pH 7,5) a 37°C. Cada
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segmento do hemidiafragma foi fixado em uma cuba com capacidade para 5 ml, preenchida
com solucdo nutritiva. O musculo diafragma foi mantido, por sua porcao tendinosa, sob
tensdo constante de 5 g. O nervo frénico ficou sobreposto a um eletrodo de platina que se
manteve em contato com a superficie da solucdo nutritiva. O transdutor isométrico
(BG-50 g) foi acoplado a um fisidgrafo (Gould RS 3400). A preparacdo, entdo, foi
estimulada indiretamente, através do nervo frénico, e diretamente (estimulador Grass S 48),
usando-se estimulos supramaximais e freqiiéncia de 0,1 Hz e 0,2 ms para estimulos
indiretos e 2ms de duragdo para estimulos diretos. Apds o registro em condi¢des controle e
a verificacdo do perfeito estado da preparacdo, foram adicionadas as fracdes para a

observacgao dos seus efeitos.
e Preparacao misculo biventer cervicis de pintainho

A preparacgdo foi isolada e montada de acordo com o método de GINSBORG e
WARRINER (1960). Os pintainhos foram anestesiados com hidrato de cloral (3 mg/kg) e,
ap6s o isolamento, o musculo foi suspenso em uma cuba de 5 ml, contendo solugdao
nutritiva de Krebs de composi¢ao ja descrita. A solucdo foi areada de modo constante com
carbogénio (mistura 95% de O, e 5% de CO,) e mantida a 37 °C. A preparagdo foi
submetida a uma tensdo constante de 1 g e estimulada por meio de eletrodos bipolares
(estimulacdo de campo). Foram aplicados estimulos de at€é 7 V com pulsos supramaximais
de 0,1 Hz de freqiiéncia e 0,2 ms de duragdo para a estimula¢do indireta e 20 V ( 0,1 Hz, 2
ms), para a estimulacdo direta (estimulador Grass S48). As contragdes musculares
resultantes de estimulos elétricos maximais e as contraturas em resposta a adi¢io de ACh
(120 uM), CCh (8 uM) e KCI (13,4 mM) foram registradas em fisiégratfo Gould RS3400,
por meio de transdutores isométricos Load Cell BG-10 GM. O registro das contraturas para
K", ACh e CCh foram realizados com a auséncia de estimulagfo elétrica, no inicio, (antes

da adi¢do das fragdes) e ap6s o periodo de 120 min de incubag@o com a toxina.
¢ Estudo eletrofisiolégico

O registro do potencial de membrana (PM), potencial de placa terminal em
miniatura (PPTM), potencial de placa terminal (PPT) foi feito em preparacdo nervo

frénico-diafragma de camundongo). A preparagdo com sua face tordcica voltada para cima
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(hemidiafragma esquerdo), foi fixada, horizontalmente, por meio de alfinetes
entomoldgicos, em cuba revestida de resina e silicone, (“Dow Corning-Sylgard”). A cuba
foi preenchida com 2 ml de solu¢do de Tyrode de composiciao ja descrita e a preparagao
mantida a temperatura ambiente e areada com o borbulhamento de carbogénio (mistura de
95% O, e 5% CO,). Para a observacdo dos parametros eletrofisiolégicos, a cuba foi
colocada na platina de microscopio estereoscopico (WILD M7 S-SWITZERLAND) com

capacidade para aumentos de até 40 vezes.

Foi usada a técnica convencional de registro com microeletrodo (FATT e
KATZ, 1951). Os microeletrodos de vidro, preparados com o auxilio do Vertical Pipete
Puller (modelo 700 D-David Kopf Instruments, CA, USA), foram preenchidos com KCI 3
M, tendo uma resisténcia entre 15-25 MCQ. As micropipetas foram introduzidas
intracelularmente (seis leituras em regides distintas) sobre as fibras musculares superficiais,
com o auxilio de micromanipulador Leitz, para a medida do potencial de membrana (PM) e
captacdo dos potenciais em de placa terminal em miniatura (PPTM). O eletrodo indiferente
constitui-se de um fio de platina. Os biopotenciais foram obtidos através de um
amplificador de sinais (Getting Microelectrode Amplifier, MA, USA) e observados em
osciloscopio Tektronix. Os registros foram feitos em um microcomputador (Microtec, Sao
Paulo, SP) carregado com um software para aquisicao de dados (AgDADOS, Lynx, Sao
Paulo, SP). O computador munido de uma placa conversora A/D é capaz de digitalizar os

biopotenciais e grava-los para posterior andlise.
-Registro do potencial de membrana

Para a medida do potencial de mrembrana das fibras musculares, os
microeletrodos foram inseridos intracelularmente sobre as fibras musculares superficiais,
com o auxilio do microscopio, fazendo-se a medida do deslocamento vertical sofrido pelo
feixe no osciloscOpio, no momento da insercao. Além disso, o potencial de membrana foi
monitorado digitalmente por intermédio do software ja descrito. O mesmo procedimento foi
repetido em seis fibras distintas em periodo nao superior a um minuto, calculando-se a
média aritmética e o erro padrdo. O estudo dos efeitos induzidos pelas fracdes sobre o
potencial de repouso da fibra muscular foi feito nos tempos ty (controle), ts, tio, tis, t30, 60,

too, ti2o min e apds a lavagem da preparacgdo.

Capitulo 1
114



- Registro do potencial de placa terminal em miniatura (PPTM)

Os potenciais de placa terminal em miniatura foram captados através da
inser¢do do microeletrodo nas fibras musculares, na regido da placa motora. Em cada
tempo trés placas motoras foram impaladas em periodo de 1 min e posteriormente
calculou-se a média aritmética do nimero de potenciais registrados. Os PsPTM foram
captados e observados em osciloscopio (sensibilidade 1 mV/cm). Os potenciais de placa
terminal em miniatura foram entdo registrados e analisados em computador carregado com
o software ja descrito. Os parametros-controle foram definidos antes da adicdo da fragao
ativa. Os PsPTM foram registados antes (controle) e apds tjs, t3o, teo, too, tizo min de

incubac¢do com a fragdo ativa.
-Registro do potencial de placa terminal (PPT)
Desacoplamento excitacio contraciao

Para o registro dos potenciais de placa terminal torna-se necessdrio evitar a
deflagracao de potenciais de acdo quando o nervo motor for estimulado para gerar o
potencial de placa terminal. Para tanto submeteu-se a preparagdo nervo frénico-diafragma

de camundongo ao tratamento com solugdo hipertonica de glicerol.

Tal procedimento consiste em incubar a preparacdo por um periodo de cerca de
1 hora em solucao nutriente tornada hipertonica (500 a 700 milimoles/litro) pela adi¢ao de
glicerol e posteriormente retornar a mesma a solug¢do nutriente isotonica. Com isso ocorre
um colapso do sistema de tibulos “T”, com a conseqiiente interrup¢do do acoplamento
excitacdo-contracdo muscular (GAGE e EISEMBERG, 1969). Este tratamento também
causa queda do potencial de membrana celular, de forma que muitas células se apresentam
com um potencial de membrana sob o qual ndo € possivel deflagrar uma corrente
degenerativa de sédio (KORDAS, 1969), assegurando assim, o registro de PsPT isentos de
potenciais de acdo. Os registros dos PsPT foram feitos em resposta a estimulagdo elétrica
(supra maximal). Para tal, utilizou-se estimula¢do indireta por meio de eletrodo de platina
posicionado de modo a sugar o coto distal do nervo frénico (1Hz por 1 min). Da mesma

forma que nos outros experimentos eletrofisioldgicos, o sinal passa por um amplificador
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(Getting Microelectrode Amplifier Model 5, MA, USA) sendo entdo captado pelo

osciloscopio e registrado em computador.
-Analise dos PsPT
Tamanho quantico (TQ)

O tamanho quantico corresponde a despolarizagdo promovida por um
“quantum” de acetilcolina; um quantum € definido como a quantidade de acetilcolina

contida numa vesicula sindptica (HUBBARD et al., 1969).

No presente trabalho o tamanho quantico foi estimado pelo método da variancia
(HUBBARD et al., 1969). Este método pressupde que numa salva de PsPT gerados a uma
determinada freqiiéncia, o nimero de unidades quanticas que integra cada PPT varia, de
PPT a PPT, segundo o processo estatistico de Poisson (MIYAMOTO, 1975). Neste caso o
quociente entre a variancia e a média das amplitudes dos PsPT fornece uma estimativa do
tamanho quantico (ELMQVIST e QUASTEL, 1965b). Este corresponde entio a
“despolarizacdo unitdria” ou “despolarizagdo quantica”, ou seja, aquela unidade da qual o

PPT é um multiplo inteiro.

Desta forma, o tamanho quantico, como calculado neste trabalho, é uma
maneira indireta de se obter a mesma informa¢do que é fornecida de maneira direta pela

medida dos potenciais de placa terminal em miniatura.

No presente trabalho foram utilizados, para o cdlculo do tamanho quéntico, de
30 a 60 PsPT gerados a 1 Hz. Em cada tempo trés séries de 1 min de PsPT em diferentes

placas foram registradas em cada preparacdo fazendo-se a média aritmética desses trés

registros.

-Contetido quantico (CQ)

O contetdo quantico do PPT, como o préprio nome indica, corresponde ao
nimero de “unidades quanticas” cujo somatério deu origem a esse PPT. No caso do

presente trabalho, o “tamanho quantico” € a estimativa daquele valor unitdrio. Assim, uma
vez obtido numa dada célula, esse tamanho quéntico, o conteido quantico do PPT

corresponde ao quociente entre a sua amplitude e o tamanho quantico.
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Os célculos relativos ao tamanho quantico e ao conteido quantico dos PsPT
foram realizados apds a correcdo dos PsPT para a somagdo nao-linear de quanta, de acordo

com a seguinte férmula (ELMQVIST e QUASTEL, 1965b).
PPT’=[(PPT x (PM-PE)l/(PM-PE-PPT)
Em que:
PPT’= PPT corrigido
PPT= PPT observado
PE= potencial de equilibrio, que foi considerado -5SmV (MIYAMOTO, 1975)
PM-= potencial de membrana

Para permitir a comparacdo entre células de varidveis que dependem do
potencial de membrana, como a amplitude dos PsPT e o tamanho quantico, estes foram

corrigidos para um potencial de membrana padrao de —65 mV.

- Registros extracelulares do potencial de acdo composto de nervo ciatico

de camundongo

Camundongos machos BALB/c pesando entre 25-30g foram sacrificados por
inalacdo de dioxido de carbono de acordo com The United Kingdom Home office
guidelines. O nervo cidtico foi removido com cerca de 5-7 cm de comprimento. A
preparagdo foi entdo montada em uma cubeta de registro consistindo de trés
compartimentos cilindricos de 1 ml de capacidade cada. O isolamento elétrico entre os
compartimentos foi feito usando-se vaselina. Os dois compartimentos externos foram
preenchidos com tampao fisiolégico de composi¢cdo em mM: NaCl 154, KC1 5, MgCl,1.25,
glicose 11, HEPES 146 (N-[2-hydroxyethyl]piperazine-N'-[2-ethanesuphonic acid], CaCl,
1.8, pH 7.4; e os reagentes testados foram adicionados no compartimento central de volume
igual a 1 ml. Antes de cada experimento a solucdo foi saturada com O, por 30 min. A
técnica extracelular padrdo foi empregada para os registros do potencial de acdo composto

do nervo. Eletrodos do tipo pellet de prata foram mergulhados dentro de cada
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compartimento da cuba de registro com a estimulagao feita entre o compartimento central e
um dos compartimentos externos. Os registros foram obtidos através do compartimento
central. O eletrodo terra também foi mergulhado no compartimento central. Um
estimulador Grass S48 foi usado para aplicac@o dos estimulos supramaximais (0.4 Hz, 0.04
ms de duragdo) através da unidade de isolamento de estimulo modelo SIU 5A
(Grass Instrument Co., Quincy, Mass, USA). Os sinais foram amplificados por meio de um
transdutor do tipo CED 1902 e digitalizados por meio de um conversor analégico-digital
CED 1401 e registrados e analisados posteriormente através do software WinWCP 3.3
(DEMPSTER, 1988). Em cada experimento a amplitude, laténcia, limiar e o tempo de

3

surgimento “rise time” dos potenciais adquiridos foram avaliados. Antes da adi¢do dos
compostos testados a preparacdo nervo ciatico foi incubada em tampao fisioldgico por 45
min sobre estimulacdo supramaximal constante para demonstrar a viabilidade da mesma e a
consisténcia dos registros. O pH e a pressdo osmoética foram rechecados no inicio e no final
de todos os registros ja que em experimentos preliminares foram percebidos que efeitos
deletérios eram promovidos pelo alto ou baixo pH e também pela osmolaridade, no

decorrer do experimento. Todas as concentragdes de toxina e droga foram testadas por um

periodo méximo de 120 min.
-Dissociaciao enzimatica e cultura celular

Ratos recém-nascidos de 3-7 dias de ambos os sexos foram sacrificados por
deslocamento cervical de acordo com as normas do UK Government Animals (Scientific
Procedures) Act 1996. Os neur6nios ganglionares da raiz dorsal (DRG) de todos os niveis
espinais foram dissecados asceticamente e transferidos imediatamente para uma solugao
padrao de tampao HEPES contendo em mM: NaCl 144, HEPES 10, Glucose 10, KCI 5,
CaCl, 2 e MgCl, 1 (pH 7.4). Todos os tecidos conectivos remanescentes € nervos atachados
foram removidos. Os ganglios foram entdo transferidos para uma solug¢do de tampao
HEPES contendo 5 mg/ml de enzima dispase (Tipoll) e 2.5 mg/ml da enzima colagenase
(Tipo P) por 45 min a 37°C em um banho de agitacdo. Os ganglios entdo foram
cuidadosamente triturados com uma pipeta de Gilson de 1 ml para induzir a dissociacao
mecanica do tecido. A suspensdo de cé€lulas foi entdo centrifugada a 43 G (500 RPM) por 4

min, ressuspendida e foi colocada em laminola (13 mm de didmetro) pré-recoberta com
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lisina-poli-1 (0.1 mg/ml, PM>300.000 Da) ficando em repouso por 60 min. As células
foram finalmente banhadas em um meio modificado L-15 contendo 10% de soro bovino,
NaHCOs (26 mM), glicose (30 mM), penicilina (30 pg/ml) e estreptomicina (30 pg/ml).
Citosina arabinonofuranosideo (10 uM) foi adicionada para reduzir o crescimento de
células, bem como um fator de crescimento neuronal (NGF) (10 ng/ml). As células foram
mantidas a 37 °C em uma atmosfera umidificada a 100% e areada a 95% O, e 5% CO, e

foram usadas durante o periodo méximo de 1 dia.
- Técnica de whole-cell patch-clamp

Foi usada a técnica de whole-cell patch-clamp, uma variante da técnica de
“tight seal” (HAMILL et al., 1981) para os registros das correntes de Na” e K" usando-se a
cultura de células de neurdnios ganglionares da raiz dorsal (dorsal root ganglia neurons,
DRG). A composicdo das solugdes externa e interna para ambos os registros de correntes

de Na* e K" estdo descritas a seguir:

Solucio externa para correntes de K™ (em mM): NaCl 140, KCI 2.5, MgCl, 2, CaCl, 2,
HEPES 20, Glicose 10, Sucrose 23.5 pH 7.2 corrigido com NaOH.

Solucdo interna para correntes de K* (em mM): K-gluconate 100, MgCl, 2, EGTA 1,
HEPES 5, Sucrose para 320 mOsm, pH 7.2 corrigido com KOH.

Solucio externa para correntes de Na® (em mM): NaCl 43.3, KCl 7.5, MgCl, 2.12,
CaCl, 2.1, HEPES 10, TEA-CI 165.7, 4-AP 0.5, CsCl 168.4, CdCl, 0.02, pH 7.2 corrigido
com NaOH.

Solucio interna para correntes de Na* (em mM): CsF 140, EGTA 1, NaCl 10, HEPES
10, pH 7.3 corrigido com CsOH. Os microeletrodos foram fabricados com capilares de
borosilicato (Clarck Electromedical Instruments, Pangbourne, Reading, UK) e exibiam
uma resisténcia de 1.5-3 mQ quando preenchidos com a solucdo interna. Os experimentos
foram feitos a temperatura ambiente (22-25 °C). O voltage-clamp foi feito usando-se um
amplificador de patch-clamp modelo EPC-7 (List electronic, Darmstadt, Germany). Os
registros de corrente foram feitos imediatamente apds a aplicagdo da toxina e os registros

adquiridos por meio de pulsos de corrente controlados e registrados usando-se um
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computador Viglen 486-DX carregado com o software WCP 3.30 (DEMPSTER, 1988)
conectado ao amplificador EPC-7 através de uma placa de interface (National Intrusments
Labmaster PC/PC + board). As células de DRG foram mantidas a um potencial de 40 a -
60 mV respectivamente entre os protocolos de pulso. As correntes capacitivas foram
compensadas usando-se um circuito andlogo, combinado com a subtragdo das correntes de

vazamento “leakage currents” utilizando-se um protocolo de subtracao do tipo P-4.

e Analise estatistica

Conforme necessario, os resultados foram expressos em média + erro padrdo da
média (EPM). Para os experimentos miograficos, a anélise estatistica foi feita com base no
método ANOVA/MANOVA para medidas repetidas, e para os demais experimentos o teste

“t”’de Student. Os resultados foram considerados significantes quando p< 0,05.

3.4- RESULTADOS

¢ Estudo bioquimico

3.4.1- Ensaio cromatografico em HPLC de coluna fase reversa Sephasil Peptide

C18

O veneno total foi dissolvido em 40 pl de bicarbonato de amoénio completando-
se o volume para 100 ul com ATF 0,1% (Solvente A), centrifugado, descartando-se o
precipitado e usando-se o sobrenadante. Em seguida foi eluido, usando-se um gradiente
linear de ACTH 66% em 0,1% de ATF (Solvente B). Foram obtidos 22 picos principais
(Figura 6). A atividade fosfolipasica foi evidenciada para os picos 11 e 16. Apenas o pico
16 promoveu atividade neurotoxica e fosfolipdsica em preparac@o nervo frénico-diafragma
de camundongo. Na Figura 7 vé-se a medida da concentracdo protéica para as toxinas de

interesse.
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Figura 6- Perfil cromatografico obtido pelo fracionamento do veneno de M. d.
carinicauda em coluna Sephasil Peptide C 18 5 um ST 4.6/250 eluido em
gradiente linear do tampao B (ACTH 66 % em ATF 0,1%) com o tampao A
(ATF 0,1 %). Note a obtengdo de 22 picos principais. * atividade neurotdxica

e fosfolipdsica; ACTH: acetonitrila; ATF: 4cido trifluoroacético
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3.4.2- Concentracao protéica por Lowry

£ 0.8 y = 0,0054x + 0,0978

£ 06" R® = 0,9845

S 0,4 -

B

< 0,2 -

O T T T T
0 20 40 60 80 100
[BSA] pl
Amostras Média | Branco |[Med (-) Br| Resultado

P11 0,228 | 0,228 0,2280 | 0,062 0,1660 24,1 pg/20ul
P16 0,367 | 0,381 0,3740 | 0,062 0,3120 51,1 pug/20ul

Figura 7- Grafico da concentracao protéica por Lowry. P11: pico 11, P16: pico

3.4.3- Ensaio cromatografico em HPLC de coluna fase reversa C18 de alta

eficiéncia

coluna Sephasil Peptide C 18 5 um ST 4.6/250 (Pharmacia) em HPLC de fase reversa foi
submetida a uma recromatografia em coluna analitica C18 pBondapack 3.9 x 300 mm
(Waters). Para este protocolo utilizou-se um gradiente descontinuo de 0-100% de solucao

de acetonitrila em 0,1% de ATF pH 2,5. Apenas um pico principal foi obtido deste processo

16.[BSA]: bovine serum albumine.

cromatografico sugerindo a pureza da toxina (Figura 8).

A fracao correspondente ao pico 16 eluida da cromatografia do veneno total em
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3.4.4- Eletroforese em gel de poliacrilamida-tricina (SDS-Page)

A fracdo ativa (PLA;) correspondente ao pico 16 obtida da cromatografia do
veneno total de M. d. carinicauda em coluna Sephasil Peptide C 18 5 um ST 4.6/250 eluido
em gradiente linear do tampao B (ACTH 66 % em ATF 0,1%) com o tampao A (ATF 0,1
%) também foi submetida a andlise do perfil de peso molecular em gel de poliacrilamida
em tricina 10% (Figura 8). Na pista eletroforética MK tem-se os marcadores de massa
molecular: fosforilase (94 kDa), albumina bovina (67 kDa), ovoalbumina (43 kDa),
anidrase carbdnica (30 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e lactoalbumina (14,4 kDa). A
neurotoxina PLA;, correspondente ao pico 16 foi denominada MiDCAI e mostrou a
presenca de uma unica banda protéica com massa molecular de aproximadamente 15 kDa

confirmando a sua pureza.
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Figura 8- Eletroforese em gel de tricina (10%) em SDS da subfracio correspondente
ao pico 16 purificada em equipamento de HPLC em coluna C18 pBondapack
3.9 x 300 mm, que contém uma unica banda protéica como mostra a pista
eletroforética da esquerda, com massa molecular aparente de 15 kDa. Na pista
da direita estdo os marcadores de massa molecular ja descritos. MK:

marcadores; *pico correspondente a neurotoxina MiDCAI; PLA,: MiDCAL
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3.4.5- Analise de aminoacidos

A neurotoxina MiDCAI foi submetida a hidrélise acida (HCI 6N) e a
derivatizacdo para obtencdo da composi¢do global de aminodcidos que é mostrada na
Tabela 1 e Figura 9. O peso molecular calculado é de 15557 e estd préximo ao resultado,
determinado em gel de poliacrilamida. A andlise da composi¢do global de aminodcidos
evidenciou uma alta presenca de Asp, Cys, Lys, Thr, Tyr, Gly e Ala em comparagdo com
outros residuos. O PI desta toxina é de 7,94. Nao foram determinados residuos de
triptofano pelo processo empregado e outros testes como o de fluorescéncia ndo foram

utilizados.

Tabela 1- Composicao de aminoacidos da neurotoxina fosfolipasica A, (MiDCAI),
1solada a partir do veneno total de M. d. carinicauda. A composi¢do é expressa em moles
de residuo por moles de proteina e expressa como porcentagem molar. n.d: significa ndao
determinado; PM Aa: peso molecular de cada aminoédcido; PM: peso molecular total de

cada aminoacido.

PLA2 MiDCAI %0 PM Aa PM
Asp 20 17,06 133 2660
Glu 6 5,66 147 882
Ser 4 2,70 105 420
Gly 8 3,85 75 600
His 1 0,99 155 155
Arg 4 447 174 696
Thr 10 7,64 119 1190
Ala 8 4,57 89 712
Pro 5 3,69 115 575
Tyr 8 9,30 181 1448
Val 4 3,00 117 468
Met 2 1,91 149 298
Cys 14 10,88 121 1694
Ile 4 3,36 131 524
Leu 6 5,05 131 786
Phe 5 5,30 165 825
Lys 11 10,32 146 1606
Trp 0 n.d. 204 0
Total 120 15557
PI=7.9
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3.4.6- Seqiienciamento completo da PLA2 neurotéxica MiDCA1

A neurotoxina MiDCAI purificada em cromatografia liquida de alta eficiéncia
em coluna C18 pnBondapack 3.9 x 300 mm foi submetida ao seqiienciamento da porc¢ao
N-terminal o que permitiu se determinar a estrutura primaria completa da toxina. Duzentos
pMoles de proteina intacta apds reducdo e alquilacao foram submetidos ao seqiienciamento

onde foram determinados 120 residuos da cadeia polipeptidica.

A estrutura primdria completa foi obtida pelo seqiienciamento e sobreposicao
dos peptidios obtidos do tratamento da proteina com CNBr (Brometo de cianogeno) e com
Clt (Clostripaina). A Figura 9 mostra que CNBr-3, CNBr-1, Clt-4, Clt-3 e Clt-5 foram os

peptideos mais importantes para a conclusdo da seqii€ncia.

! 10 20 2 40 5
NKIDFLNMIQCTTPGREPLVAFTNYGCYCGKGGSGTPVDELDRCCQIHDN
I N-terminal |
|‘,§CNB[-3
E——=Ch-4 { | | |} CH-3:
5|1 SID TIC' 8.0 BID 1QD
CYDTAKKVEFGCSPYFTMYSYDCSEGEKLTCKDTNNKCKAAVCNCDRTAALC
=CNBr-3= -_—CNBr-—mememememememeses——
Ch-3 { ECRt-5=

110 120
FAKAPYNDKNYNIDLTKTCO
ECNB[-‘IEH

CH-5 i

Figura 9- Seqiiéncia completa dos 120 residuos de aminoacidos da fosfolipase A,

MiDCAL
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Tabela 2- Lista de abreviacoes de aminoacidos. Em destaque (cinza), as abreviagdes ja

convencionadas, as quais foram utilizadas neste trabalho.

Acido Aspartico Asp D
Acido Glutamico Glu E
Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Cisteina Cys C
Fenilalanina Phe F
Glicina Gly G
Glutamina Gln Q
Histidina His H
Isoleucina Ile I

Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Prolina Pro P
Serina Ser S

Tirosina Tyr Y
Treonina Thr T
Triptofano Trp W
Valina Val v
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3.4.7- Comparacao da seqiiéncia da toxina MiDCAI com as de outras neurotoxinas

fosfolipasicas A,

A andlise da seqiiéncia de aminodcidos da PLA, (MiDCAI) mostrou se tratar de
uma PLA; do tipo ASP(D)49. Assim, a MiDCAI mostra uma grande homologia seqiiencial
e estrutural com as PLA; PA2B e PA2A MICNI do veneno de Micrurus nigrocinctus.
Tanto a MiDCAI como as outras mostram grande homologia na regido de ligacdo do célcio,
sitio catalitico (residuos 25-52). As regides de menor variacdo sdo o N-terminal e C-

terminal (Figura 10).

1 L

1 10 20 30 40 50 60
MIDCA]l NEIDFLNMIQCTTRPGREPLVAFTNYGCYCGKGESGTEVDELDRCCOIHDNCYDTAKKVEG
MICHLA*  .L...K...K..N-T.HW- S......... ), K...V..K...... H.—-
MICNIB*  LYQLK...K..N-T.Hi-.5. .. st ieeeeeennnnn K...V..K...... H.—-
NATMO*  LYQ.K...H..V.3.PWWHFAD-...... F..K..A..D...... Voo GE.E.L.-
MATOI* OYQLK. L LK. V.S SW.DFA—. ... ... i ieen | NEAG.IS.
NOTSC* [ ILvQ.5..... ANH.3R.SL.YAD..... B e e e e KT..D. AR.T.3Y3
BUNMU** _LYQFK...V.AG—TR.WIGYV-....... D i e YV, ..., GE.E.IP.
CXYSCH*  11.0.GF..R.ANRRSR.VWHYMD...... Ko e e e e e e E..GE.VER..
OXNYRC2¥*+* LVO.GK..E.AIRN.R.ALDFM. . . .. ovennnnn. 1 [ E..AE.E.HG-
MATME***  _ILY¥Q.K...H..V.NRSWWH-.A....... |2 | GEAE.IS.

] | | ] |

Regiao N-terminal Ca*? binding loop  Sitio Catalitico Sitio anti-

i 1 i 1l 1 11

6l 70 80 80 100 110 120
MIDCAl —-CSPYFTMYSYD-CSEGKLTCKDTNNKCKAAVCNCDRTAALCFAKAPYNDEKNYNIDLTKRCQ
MICNI &* CK...SM...... e 10 L LD N..FK..P..G..
MICHIB* CK...SM...... e 10 L LD N..FK..P..G..
MATRC¥  —— .-, . L.L.K.E-..Q..... 5GG....BE....... LV..N...G...I.A...VN.KE.
MAJOX* ——.W...KT...E—..Q.T....6D..3.A.5..D...L..I. G....ND....N.KAR..
MOTSC** -N.T..W.L..WQ—.I.KTP..DSKTG-.QRF..D..A...K........ KE..... PE....
BUNMU** —— — KTKT...T-.TKEN...T.RRAGT.ARI..D...T..I. .HA CTH.FM.SSSTH.
OXYIC*k* —— A W.L.SWK-..GKAP. .NTKTR-.QRF..R..AK..E. .QNS.W..NTKA..R
OXYRC2¥*+* —— v _SL.T.TWE-.RQVGPY.NSKTQ-.EVF..A..FA. K. .QED.NPAHS..NTGE..K
MATME*** —— W, IKT.T..5.QGTLTS.GAA. .—.A.5..D...V. . N...>...T....... FNA

I | ] ] [ ]

coagulante B-Wing Sitio neurotoxico Dominio C-terminal

Figura 10- Homologia comparativa da seqiiéncia completa de aminoacidos da MiDCAI com a
de outras fosfolipases A,. A parte destacada em azul representa a regido de uma

seqiiéncia invaridvel entre as diferentes fosfolipases A;.
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3.4.8- Atividade fosfolipasica

A atividade das PLA;, de M. d. carinicauda foi examinada a temperatura de 37
°C usando-se o substrato sintético cromogénico 4-nitro-3-(octanoyloxy) benzoic acid
(HOLZER e MACKESSY, 1996). Na Figura 11 mostra-se um ensaio padrdo em que a
atividade fosfolipdsica foi determinada para o veneno e para as subfragdes (6, 7, 11) e para
a neurotoxina MiDCALI obtidas pelo fracionamento do veneno de M. d. carinicauda em
coluna Sephasil Peptide C 18 5 um ST 4.6/250 eluido em tampao A (ATF 0,1 %) em
gradiente linear do tampao B (ACTH 66 % em ATF 0,1%).

0,8 -
0,7 -
0,6
E 0,5 - =—o— Controle
c
Te) =vT
N 0,4 -
S —A—F6
3 F7
< 0,3
——F11
0,2 - —o— MIDCAI
0,1 -
O - T e o . —— —— o —————————.
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Tempo (min)

Figura 11- Cinética da atividade fosfolipasica do veneno total de M. d. carinicauda
(VT), fracdo 6 (F6), fracao 7 (F7), fracdo 11 (F11) e MiDCAI obtidas do
fracionamento do veneno total em HPLC de coluna fase reversa Sephasil
Peptide C 18 5 um ST 4.6/250. Os valores sdo a média de duplicatas na

concentragdo de 1 pg/pl.
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3.4.9- Determinacao da atividade enzimatica de creatino quinase (CK)

A determinagdo dos niveis de CK liberada no meio de incubagdo usando-se a
dose de 2.4 uM para a PLA, MiDCALI foi obtida por meio de aliquotas retiradas do liquido
presente no banho. Todos os musculos biventer cervicis incubados com a toxina ensaiada
ndo exibiram alteracdo significativa nos valores de CK, em relacdo ao valor controle

(Figura 12).
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Tratamento n 0 15 30 60 90 120
/
Tempo
(min)
1 16,19 5,396 13,497 18,888 21,586 21,586
2 5,396 5,396 10,793 0,000 5,396 8,085
Controle 3 2,698 0,000 21,586 10,793 2,698 2,698
4 2,698 2,698 5,39 8,095 8,085 5,396
5 18,88 10,793 10,793 8,095 10,793 10,793
6 8,095 13,491 8,095 5,396 2,698 2,698
Média 8,99 6,29 11,69 8,54 8,54 9,00
E.P.M. 2,84 2,05 2,27 2,55 2,90 2,3
1 8,095 8,095 0 35,078 13,49 13,49
2 2,698 2,698 5,396 2,698 8,095 13,491
MiDCAI 3 5,396 2,698 8,095 16,190 5,396 5,396
(2.4 uM) 4 0,000 10,793 8,095 5,396 18,888 19,00
5 5,396 8,095 5,396 10,793 13,491 8,095
Média 4,32 6,47 5,40 14,03 11,87 8,54
E.P.M. 1,37 1,62 1,48 5,75 2,35 2,20

Figura 12- Liberacdo de CK induzida pela PLA; neurotéxica MiDCAI. No grifico
cada ponto representa a média + erro padrdo de 5 a 6 experimentos. E.P.M:

erro padrao da média.
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o Estudo miografico
3.4.10- Preparacao biventer cervicis de pintainho
-Estimulacao elétrica indireta

A neurotoxina PLA, MiDCALI foi ensaiada em quatro diferentes concentragdes
(0.3, 06, 1.2 e 24 pM) a 37 °C sob estimulagdo elétrica indireta. O bloqueio
neuromuscular mostrou-se invariavelmente irreversivel e dependente da concentragdo
(Figura 13). Dentre todas as concentragdes utilizadas somente as concentracdes de

0.3 € 0.6 uM nao foram estatisticamente diferentes entre si.

Na concentracdo de 1.2 uM observou-se uma significativa inibi¢do da resposta
contrtil a partir dos 20 min (p<0,05) a qual atingiu 35 * 3% (n=6) em 120 min de
incubagdo. Com 2.4 uM (n=6) de fracdo obteve-se bloqueio total sem ocorréncia de
contratura (Figura 13). Nesta concentragdo o tempo para obtencdo de 50 % de bloqueio foi
de 30 £ 5 min. Em apenas um experimento foi observada facilitagdo que se caracterizou por
um aumento da for¢a de contracdo muscular ja aos 15 min de observacio e que precedeu o
bloqueio irreversivel. As concentracdes de 0.3 e de 0.6 pM (n=6) determinaram bloqueio
neuromuscular de 16 + 6% e de 25 + 10% respectivamente; estes niveis de bloqueio ndo

foram significativamente diferentes do controle (Figura 13).

Capitulo 1
132



-Resposta contraturante a ACh, CCh e KCl

A incubagdo da preparacdo com a PLA; MiDCALI reduziu de modo significativo
a resposta contraturante a acetilcolina nas concentragdes de 1.2 e 2.4 uM (Figura 14) e
determinou um aumento da resposta contraturante ao carbacol em todas as concentracdes
ensaiadas. A PLA,; MiDCAI nao interferiu significativamente sobre as respostas ao potassio

(Figuras 13 e 14).
-Estimulacao elétrica direta

A preparacdo biventer cervicis de pintainho foi submetida a estimulacdo direta
durante 120 min de incubacdo com a PLA, MiDCAI. O bloqueio ao estimulo direto foi

discreto e ndo seguiu estritamente o padrdo dose-efeito (Figura 15).
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Figura 14- Grafico representativo do efeito da fosfolipase A, neurotéxica MiDCALI as
respostas aos agonistas ACh (110 uM), CCh (8 puM) e KCIl (20 mM) em
preparagdo biventer cervicis de pintainho, a 37 °C, apds 120 min de incubagdo
(média + erro padrdo de 6 experimentos), em comparagdo com aquelas obtidas
somente com Krebs (controle 100%). As preparagdes foram incubadas com as
concentragdes de toxinas em puM indicadas sob cada barra do grafico. *p<0,05

em comparacio com o controle Krebs.
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Figura 15- Grafico representativo do efeito da fosfolipase A, neurotéxica MiDCAI em
preparacao biventer cervicis de pintainho sob estimulacao elétrica direta, a
37 °C, ap6s 120 min de incubacdo (média + erro padrdo de 6 experimentos), em
comparacdo com aquelas obtidas somente com Krebs (controle 100%). As
preparagdes foram incubadas com as concentragdes de PLA; em uM indicadas

sob cada barra do grafico. *p<0,05 em comparacao com o controle Krebs.
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3.4.11- Preparacao nervo frénico-diafragma de camundongo
Estimulacio elétrica indireta

A preparagdo nervo frénico-diafragma de camundongo mostrou-se menos
sensivel a acdo bloqueadora neuromuscular da PLA, MiDCAI em comparagdo com a
preparacao de ave quando submetida a estimulo elétrico indireto. Porém, observou-se um
aumento da forca de contragdo muscular e leve contratura que precederam o bloqueio
parcial irreversivel, o que ndo foi observado em preparagdo de ave. Assim, para a
concentracdo de 0.6 uM houve uma facilitacdo de 6 + 5% aos 20 min e um bloqueio
maximo de 20 + 8% (n=4) em 120 min de observacdo. O efeito induzido por esta toxina em
preparacdo nervo-musculo de camundongo também demonstrou ser concentracao
dependente. Dessa maneira quando ensaiada na concentracdo de 1.2 uM e 2.4 uM induziu
também uma facilitagdo (11 £ 2% e 30 £ 2%) ja aos 10 min que precedeu o bloqueio
parcial irreversivel (40 £ 8% e 45 + 7%) respectivamente em 120 min de observacdo

(Figura 16).
Estimulacao elétrica direta

A semelhanca do que ocorreu com a preparacio de ave também houve um
bloqueio significativo da for¢a de contragdo muscular em resposta a estimulo direto. Desta
maneira quando a toxina foi ensaiada na concentracdo de 1.2 uM (n=4) induziu um

bloqueio de 55 + 7% em 120 min de observacdo (p<0,05) (Figura 17).
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Figura 17- Grafico representativo do efeito da PLA, MiDCAI em preparaciao nervo
frénico-diafragma de camundongo sob estimulacio elétrica direta, a 37
°C, ap6s 120 min de incubagdo (média * erro padrdao de 6 experimentos), em
comparagdo com os registros obtidos somente com Tyrode (controle 100%).
As preparacdes foram incubadas com 2.4 puM de toxina. *p<0,05 em

comparacdo com o controle Tyrode.
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¢ Estudo eletrofisiologico
3.4.12- Medida e analise do potencial de membrana (PM)

As medidas do PM de preparacdes nervo frénico-diafragma de camundongo em
solucao nutritiva (controle Tyrode) e de preparacdes incubadas com a PLA; MiDCAI foram
obtidas nos tempos (t) to, ts, tio, t1s, t30, teo, too, tizo Na regido da placa terminal e distante dela
(fibra muscular) (Figura 18) O tempo de observacao adotado estd relacionado ao tempo de

observac¢ao usado nos experimentos miograficos.

1. Tyrode (n=3): preparacOes controle comportaram-se de modo homogéneo
mantendo os valores dos PM ao longo de 120 min, dentro do esperado

(-82 £0.4 mV) (Tabela 3).

2. MiDCAI 0.6 uM (n=4): as preparagdes incubadas com a PLA, MiDCAI
quando comparadas ao controle Tyrode mostraram alteracdo significativas
dos valores do PM somente a partir dos 60 min, em ambas as regides: placa

(RP) e fora de placa (FP) (*p<0,05) (Tabela 4).

3. MiDCAI 1.2 uM (n=4): quando as prepara¢gdes foram tratadas com esta
concentracdo de toxina observou-se um progressiva e acentuada
despolarizacdo da membrana a partir dos 10 min (*p<0,05) (Tabela 5), com
valores de -17 £ 0,5 mV e —-55 £ 0,6 mV (t;20 min, nas regides de placa e
fora da placa, RP e FP, respectivamente). J4 a partir dos 5 min notou-se um
grande ndmero de fasciculagdes que se mantiveram no decorrer dos 120 min

de observacao.

4. MiDCAI 1.2 pM em Tyrode Ca** 0.9 mM (n=4): quando a concentracio do
Ca™ da solucio de Tyrode foi diminuida houve uma diminui¢do
significativa nos niveis de despolarizacdo com valores de =76 + 0,2 mV e —
74 £ 0,3 mV (tjp0 min nas regides de placa e fora de placa, RP e FP
respectivamente, p<0,05). Com este tratamento niao foram observadas as

fasciculacdes (Tabela 6 e Figura 19).
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5. MiDCAI 0.6 uM + Carbacol 4 uM (n=3): quando carbacol foi associado a
toxina houve um aumento significativo no nivel de despolarizacdo na regido
de placa chegando a valores de —65 + 06 mV e —71 £ 0,5 mV (t;o min RP e
FP respectivamente) (Tabela 7), o qual foi superior aos valores obtidos
somente com 0 CCh 8 uM (-77 £ 05 mV e =76 £ 0,7 mV, t;p min RP e FP
respectivamente) *p<0,05 (Tabela 8 e Figura 19).

6. MiDCAI 1.2 uM 30 min apés TTx 0.2 uM (n=3): a TTx foi usada para
bloquear os canais de sddio controlados por voltagem, ndo bloqueando o
influxo de s6dio dos canais associados ao receptor nicotinico ativados pela
acetilcolina. Nestes experimentos verificou-se uma diminui¢do significativa
no nivel de despolarizagdo produzido pela toxina tanto na regido de placa
quanto fora de placa. Em tj os valores do PM foram -70+ 0,3 mV e -71
+ 0,6 mV em RP e FP, respectivamente. Também ndo se verificaram

fasciculagdes (Tabela 9 e Figura 19).

7. MiDCAI 1.2 uM 15 min apés d-Tc 3 uM (n=3): nesta série de experimentos
os receptores nicotinicos da placa terminal foram bloqueados com
d-Tubocurarina para verificar se haveria alguma protecio contra a
despolarizacdo na regido de placa terminal e para comprovar o efeito
despolarizante na fibra muscular. Verificou-se que nao houve protecao
significativa contra a despolarizacdo induzida pela MiDCAI. Assim em t;z
os valores do PM foram -32 + 0,9 mV e -54 + 0,7 mV em RP e FP,

respectivamente (Tabela 10 e Figura 19).
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Tabela 3- MEDIDA DO POTENCIAL DE MEMBRANA EM REPOUSO
(-mV) CONTROLE TYRODE (n=3)

n 10 15 t10 t15 130 160 190 120
RP | FP | RP | FP | RP| FP | RP | FP | RP | FP | RP | FP | RP | FP | RP | FP | RP | FP
90 | 81 | 78 | 80 | 78 | 80 | 81 | 80 | 81 | 75 | 8 | & | 78 | 81 | 81 | 8 | 78 | &5
79 | 77 | 78 | 82 | 79 | 84 | 83 | 72 | 81 | 8 | 78 | 80 | 78 | 74 | 80 | 89 | & | 4
; 78 | 83 | 80 | s4 | 80 | 72 | &2 | &4 | 19| 74 | 3| 77| 80| 16| 77 | 81 | 8 | 8
80 | 81 | 84 | 84 | 84 | 76 | S0 | 84 | 81 | 75 | &5 | 79 | 78 | 79 | 80 | & | 80 | 85
82 | 88 | 83 | 80 | 80 | 83 | 80 | 79 | 79 | 78 [ 80 | 79 [ 80 | 74 | 78 | &8 | 85 | 77
82 | 80 | 79| 8 | 81| 79| 18| 76 | 80| 77 | 3| 78| 79| 80 | 82 | 19 | 19 | 77
7] 79 81| 94 8] 9] 97| 96| 86| 74 | 76| 18] 76 | 75| 76 | 13 | o4 | &4
76 | 74 | 77| 9| 96| 93| %2 | 100] 77| 68 | 76 | 82 | 4| 19| 83 | 72| o1 | ®2
5 21 79 76| 94| 94| 3100 84| 3| 8 | 82| 2 | 81| 95| 10| 82 | 8 | &4
B 79| B 97| 94| 8] 82| 9% | 83| 75| 4| 77| 91| 18| 16| 8 | 83 |
2 79 73| 81 | 8 [100] 94| 97| 74| 82 | 80| &3 | 76 | 77 | 74 | 8 | % | %
2 81 | 77| 90| 8 | 95| 9| 76| 8 | 72 | 84| 87| 80 | 75| 5| 79| 70 | 79
8L | 78 | 87 ] 77 ] 8 | 79 ] 79| 79| 77 ] 81 | 88 | 78 | 69 | 81 ] 9% | 84 | 96 | 9
8B | 2 | 85| B 71| 82| 20| &3] 76| 77| 81| 77| 8 | %] 79| 88| 89
3 80 | 88 | 5| 9| &8 | 2 | 2| 76 | B3| 8 | B3| 71| 95| 2| 97| 97 | &5 | 89
8 | 82 | 82 | 82| 8 | 80 | 88 | 13 | 72| 78 | &2 | ;5| 84| 95| 9% | 80 | 76 | M
80 | 83 | 74| 9| 79| 88| 19| sa | B| 74| 8| B3| 77| 91| 2] 9% | 80 | 97
83 | 83 | 83 | 81| 83 | 75| 81 | 2| 76| 78 | 3| 85| 85 | 8 | 8 | 70 | 76 | o1
MEDIA] 79 | 82 [ 79 | 85 | 84 | 84 | 85 | 83 | 79 | 77 | 79 | 80 | 80 | 81 | 82 | 82 | 83 | 87
EP. | 0,281] 0,24 [ 0,234 0,384] 0,354] 0,492] 0,448] 0,498 0,243 [0,2647] 0,255 | 0,284] 0,326 | 0,393 | 0,476 | 0,403] 0,395 | 0,306

t: tempo (min), RP: regido de placa, FP: fora de placa, L: lavagem da preparacao
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Tabela 4-

MEDIDA

(-mV) MiDCAI 0.6 uM (n=4)

DO POTENCIAL DE MEMBRANA EM

REPOUSO

0

t5

t10

t15

60

t120

RP

P

RP

FP

RP

P

RP

P

&8

839

R

8.8

339

62

714

754

929

578

67,3

703

358

238

929

76

45

81,9

589

814

94

0,8

353

81,9

749

71,3

303

T4

914

829

&7

8

52,8

&0,8

714

79,3

764

60,3

84

759

76,9

719

60,3

34

989

889

309

8,3

5338

674

91

60,3

734

633

60,8

809

87

41,8

784

87

829

79

&9

339

67,7

o(R|B|S8(2(E

829

764

76,9

703

764

804

708

458

829

B2|8|r[8|S|&
J|R|B[8|B|=|=

854

76,8

71,9

89

D0

70

78

6,3

4

749

703

739

578

738

41,8

&4

854

89,9

R4

09

884

804

874

A4

62,3

839

10,2

829

829

608

23

8.9

138

91,9

759

81,9

809

B4

834

979

55,8

829

743

789

133

789

238

493

43

61,3

5,3

759

769

974

50,3

42

238

864

389

839

8L4

598

283

85,9

51,3

34

283

70,3

704

799

929

R4

884

A4

829

100

323

54

683

719

99

B4

17,8

323

41,8

824

303

809

884

734

A4

%4

66,8

84

94

754

528

934

65,8

&9

A4

463

338

R4

87

9.9

4

864

809

884

814

B4

348

673

138

463

708

718

60,8

62,3

243

T4

533

864

8,9

&34

09

719

283

95

764

909

764

70

4.8

814

523

60

749

94

433

04

814

&4

809

86,9

%4

764

A4

65,8

884

729

4338

794

75,6

78

309

388

343

894

703

804

784

86,9

719

63,8

89

784

04

67,8

719

764

393

734

353

303

398

309

24

70,8

809

B4

714

714

55,3

34

70,3

68,7

51,8

814

9.8

64,3

233

65,3

B4

754

719

764

719

86,9

04

8.9

04

04

603

714

719

809

303

64,3

66,3

SL8

719

739

86,9

24

754

04

09

764

739

804

739

729

819

94

303

503

4028

4338

358

759

8L9

84

739

789

714

74

63,3

60,3

789

84

64,3

84

34

65,3

744

89

4.3

784

74

814

834

784

04

24

76,9

759

709

68,8

703

784

759

603

734

9.8

1034

749

729

809

703

729

61,8

729

65,8

729

683

703

4

749

3

57,3

583

914

578

79,8

729

759

04

749

70,3

733

100

34

60,3

4

70,3

34

739

65,8

729

04

5,6

814

708

6,3

703

86,9

65,8

789

04

829

94

64,3

719

0,8

60,8

62,8

66,3

603

719

24

804

719

884

76,9

734

739

66,8

66,8

718

60,3

54

64,3

769

468

754

B4

353

MEDIA

83

81

83

)

(]

75

L)

72

7

73

73

62

78

(']

63

EP.

03

0,301

0331 0,35

0473

0,754

047

0674

0333

0,653

0376

0,89

0312

0,705

052

0911

0,829

L2

t: tempo (min). RP: regido de placa, FP: fora de placa, L:

lavagem da preparacio
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Tabela 5-

MEDIDA

(-mV) MiDCAI 1.2 uyM (n=3)

DO POTENCIAL DE MEMBRANA EM REPOUSO

t0

t5

t10

t15

30

160

120

RP

FP

RP

FP

RP

FP

RP

FP

RP

FP

RP

FP

744

779

76,4

34,9

35

4.8

42,3

60,3

44,3

65,3

35,3

56,3

12

49,3

2,2

75,9

23,8

67,3

&4

784

774

789

40,8

80,4

734

714

38,8

68,3

17,8

734

6,2

58,8

9,7

764

13,3

54,3

74

76,4

70,8

734

81,9

58,8

724

734

62,3

72,3

35,8

69,3

5,7

714

32,9

67,3

11,3

66,8

75,4

80,9

724

72,9

764

814

46,8

65,8

53,3

43,3

32,3

62,3

9,7

41,3

42

34,3

13,8

43,8

734

764

714

774

774

76,9

41,3

68,8

69,8

70,8

25,3

53,6

323

34,8

12,8

63,3

23,8

60,3

81

80,9

69,8

82

45,3

65,8

50,8

56,3

11,8

62,3

35,8

64,3

23,3

60,3

87

67,3

13,3

36,3

70,3

4.9

794

76,9

754

72,4

72,9

578

74.4

65,3

38,8

61,3

62,3

52,3

14,3

69,3

23,8

35,8

76,9

75,9

744

719

824

72,4

76,9

80,4

77,9

35,8

76,6

67,8

46,3

43

13,3

50,8

13,3

44,3

80,4

80,9

774

TAA

724

68,3

76,9

56,8

69,3

724

47,8

40,8

36,3

64,8

21,3

61,3

11,3

67,3

81,9

4.9

804

56,3

844

40,8

789

789

72,9

70,3

70,8

46,8

4.3

64,3

5,7

56,3

13,8

378

81,4

82,9

44

70,3

799

76,9

82,9

68,8

62,9

48,8

58,3

67,3

68,8

64,8

11,3

56,8

9,7

64,8

91,4

96,2

799

60,8

89,9

784

67,8

68,8

789

69,8

74.4

51,8

45,3

44,3

17,8

52,8

20,3

40,8

&4

86,4

41,2

4.4

20,3

799

724

76,3

26,9

64,8

55

47,8

29,3

46,8

5.2

51,3

5,2

65,3

&5

834

19,8

70,8

81,4

63,8

81,4

433

8,7

51,8

18,8

43,8

714

64,3

12,8

38,3

28,3

51,8

90

82,9

69,3

60,3

45,8

48,8

34,8

42,3

7,7

67,8

35,3

53,3

51,8

41,3

47,8

67,3

20,8

67,3

81,9

874

61,8

724

64,3

66,3

66,8

70,3

10,7

70,8

29,3

4.3

26,8

45,8

17,3

32,3

10,8

69,3

90,9

879

24,8

794

76,9

41,3

33,8

56,3

22,8

39,3

4.3

31,3

52,3

39,3

13,8

35,3

6,2

774

81,4

80,4

9,7

759

80,4

52,3

66,8

48,3

59,8

53,3

69,3

32,3

483

51,8

12,8

40,3

4,2

59,3

MEDIA

81

83

63

74

68

66

63

4

47

62

45

B

38

53

17

55

15

EP.

0,255 0,211

0,94

0,311

0,792

0,556

0,698

0,481

1,095

0,416

0,79

0,522

0,877

0,444

0,512

0,6

0,294

0,511

t: tempo (min). RP: regido de placa, FP: fora de placa. L: lavagem da preparacao
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Tabela 6- MEDIDA DO POTENCIAL DE MEMBRANA EM REPOUSO
(-mV)MiDCAI 1.2 uM EM TYRODE Ca*? 0.9 mM (n=3)

n t0 t5 t10 t15 30 t60 190 120

RP|FP| RP| FP | RP| FP | RP| FP | RP| FP | RP | FP | RP | FP | RP | FP

7541 859 04| 84| 64 | 928 ] 84| 749 | 934 | 904 | 769 | 708 | 759 | 683 | 77,8 | 77,8

62,3

789

T3A| 774 484 | 844 | 804 | 538 | 864 | 749 | 814 [ 934 | 774 ] 759 | 774 | 809 | 789 | 749

80,3

734

829 | 789 | 4548 759 | 194 | 814 | 84| 804 | 94| 7189 | 54| 849 | 779 | 703 | 81,9 | 729

814

60,8

89| 829 | 899 | 678 | 89| 834 | 844 | 764 | 944 | 61,8 | 708 ] 779 | 769 | 798 | 71,4 | 85,9

894

67,3

89| 84| 754 663 829 814 | 879 N9 | 844 | 764 | 804 ] 804 | 809 [ 673 [ 739 | 759

779

65,3

764 | 784 754 | 844 | 884 | 844 819 | 834 | 954 | 824 | 824 | 734 | 683 [ 774 | 759 | 703

34,9

879

864 | 844 | 864 | 784 | 814 | 703 | 774 | 84 [ 934 | 583 | 844 | 744 | 703 | 754 | 769 | 62,3

789

83,9

869 | 739 | 769 | 693 | 744 | 744 | 194 | 734 929 | 809 | 804 | 864 | 793 | 819 [ 739 [ 69,3

71,8

86,4

864 | 764 | 804 | 749 | 734 | 34| 854 | 43| 914 | 194 | 69,7 | 874 | 763 | 859 [ 741 | 61,8

874

884

914 7141 683 | 779 139 | 794 | 794 86,9 | B9 | 734 [ 824 | 89| 756 | 51,3 | 714 | 683

60,3

04

96,0 | 824 678 | 714 | 719 | 874 | 764 | 839 | 924 | 804 | 864 | 939 | 814 | 783 | 744 | 638

824

814

8391 84| 89| 724 799 | 84| 739 | 834 [ 884 | 829 | 84| 944 | 804 | 849 [ 698 | 70,3

834

754

91,9 [ 884 | 889 | 984 | 86,5 [ 819 | 194 | 04 | 759 [ 934 | 1841 779 | 673 | 87,9 | 804 | 89

914

70,3

789 729 | 814 | 809 [ 759 | 959 | 7714 | 874 | 804 [ 81,9 | 778 | 85,9 | 91,6 | 759 [ 758 | 77,8

784

R4

819 789|759 | 194 | 844 | 769 | 974 | M4 | 729 | 87| 844 ] 794 | 100 [ 934 [ 854 | 744

92,9

834

769 7191 859 | 874 | 844 [ 779 829 | 85| 698 [ 86,7 | 7991 89| 789 [ 96,9 | 714 | 834

4.4

68,3

854 | 894 | 954 | 894 | 859 | 84| 874 779 | 89| 774 | 764 | 194 | 769 | 764 [ 729 [ 703

73,1

65,8

44 739 | 814 964 | 869 | 874 | 84| 829 | 754 | 824 | 24| 874 | 84| 724 [ 199 | 844

79,9

88,8

MEDIA| 84 | 80 | 77| 80 | 80 [ 81 | 83 [ &2 | 87 | 81 | 80 | &2 [ 79| 78| 76 | 74

EP. |0,257{ 0,236 0,557| 0,382] 0,269 [ 0,402| 0,235]| 0,308 | 0,369 | 0,388] 0,227 0,285 0,318| 0,435] 0,174 0,323

0,368

0,423

t: tempo (min). RP: regido de placa, FP: fora de placa. L: lavagem da preparacao
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Tabela 7- MEDIDA DO POTENCIAL DE MEMBRANA EM REPOUSO
(-mV)CARBACOL 8 uM (n=3)

n t0 t5 t10 t15 30 t60 t90 120 L

RP| FP | RP| FP [ RP| FP | RP| FP | RP | FP [ RP | FP | RP | FP | RP | FP | RP | FP

794 | 804 | 744 | 628 | 974 | 744 | 739 | 58,7 | 658 | 764 | 744 | 804 | 593 | 744 | 61,3 ] 668 | 633 | 754

814 | 724 628 | 789 | 804 | 774 658 | 673 | 57,5] 756 | 683 | 81,4 | 503 | 81,4 | 67,8 | 71,9 | 64,8 | 789

71,41 89,9 | 403 | 683 [ 81,9 | 784 | 729 | 774 | 794 | 663 | 814 | 769 | 598 [ 759 | 51,8 | 779 | 734 | 724

824 849 368 | 754 628 ] 303 | 71,4 | 759 | 71,4 | 789 ] 769 | 769 | 59,7 | 77,9 | 543 | 749 | 80,89| 69,3

844 824 298] 633 77,9 | 8,4 ] 523 ] 789 | 59,8 | 688 ] 683 ] 789 | 40,8 | 739 | 739 | 774 | 829 | 849

714 | 764 | 648 | 773 | 864 | 724 | 468 | 834 | 744 | 7719 | 693 729 | 498 | 734 | 703 | 844 | 77,7 | 729

824 84| 759 | 84| 974 744 | 81,8 | 844 | 774 | 744 | 729 | 824 | 749 | 849 | 678 | 749 | 7714 | 884

744 | 844 | 824 | 764 | 804 | 774 | 483 | 804 | 228 | 754 | 663 | 764 | 774 | 789 | 31,3 ] 749 | 784 | 854

844 844 89| 704 81,9 | 7841 323 | 9241303 | 764 | 678 | 734 | 784 | 829 | 789 [ 563 | 743 | 964

71419719 714 824 [ 628 303 | 734 | 804 | 653 | 784 | 443 | 744 | 603 [ 794 | 673 | 83,9 | 764 | 849

04| 849 603 | 749 | 779 | 854 | 744 | 749 | 734 | 844 793 | 71,9 693 ] 86,9 | 764 | 779 | 643 | 79,7

859 | 824 673 | 774 | 864 | 724 | 724 749 | 528 | 864 | 53,8 70 | 889 | 764 | 448 | 804 | 729 | 814

778 1 904 739 | 809 | 824 | 799 | 714 | 849 | 749 | 844 | 754 959 | 573 | 724 | 158 ] 623 | 87,9 | 824

884 | 859 673|769 | 759 | 714 | 794 794 | 764 | 744 | 638 789 | 71,8 [ 829 | 503 | 769 | 100 | 86,9

979 | 724 | 648 | 869 | 683 | 984 | 744 | 964 | 7714 | 734 | 71,9 | 84 | 708 | 744 | 61,8 | 824 | 864 | N4

839 | 854 759 | 824 | 84| 759 | 734 | 744 | 598 | 7714 | 814 | 84| 593 | 703 | 734 | 724 | 70,8 | 86,7

854 | 744 69,8 714 ] 568 | 834 | 673 | 70,8 | 79,8 | 824 | 41,3 ] 81,4 | 749 | 763 | 258 | 789 | 758 | 849

8941708 683 | 7714 668 | 824 | 323 | 844 | 67,8 759 ] 498 ] 869 | 63,8 | 834 | 794 ] 703 | 8,9 | 100

7z

MEDIA| 8 | 8 | 65 | 76 | 78 | 74 | 65 | 79 | 65 | 77 | 67 | 80 | 65 | 78 | 88 | 15 | 71 | &4

EP. |0,283] 0,296( 0,631 0,273 | 0,464 | 0,711 0,639 | 0,362 | 0,671 | 0,214 | 0,507 0,258 | 0,499 | 0,198 | 0,782 | 0,305] 0,379 | 0,338

t: tempo (min). RP: regidao de placa, FP: fora de placa. L: lavagem da preparacao
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Tabela 8- MEDIDA DO POTENCIAL DE MEMBRANA EM REPOUSO
(-mV)MiDCAI 0.6 uM + CARBACOL 4 pM (n=3)

n t0 t5 t10 t15 t30 t60 190 120 L

RP| FP| RP| FP | RP| FP | RP | FP | RP | FP | RP | FP | RP | FP | RP | FP | RP | FP

932 | 783|744 | 668 | 74 | 749 764 | 638 | 688 | 779 | 84| 714 | 814 | 61,8 729 | 703 | 423 | 62,8

919 | 714 | 754 729 | 834 | 824 | 774 | 789 | 739 | 789 | 638 [ 60,8 | 829 | 724 | 598 | 593 | 543 | 59,3

729 | 7541 769 | 703 | 814 | 769 | 628 | 673 | 754 | 769 | 734 | 623 | 81,4 | 71,9 | 47,3 | 47,3 | 58,8 | 74,9

814 754 789 | 784 | 784 | 648 ] 67,8 | 739 804 | 508 | 799 | 779 | 809 | 784 | 734 | 824 | 528 | 774

809 | 779 794 | 81,9 | 724 ] 80,9 | 804 | 683 | 688 | 779 71,9 | 739 | 744 | 663 | 41,3 | 683 | 69,3 | 70,8

829 8441 81,9 89| 769 | 7341 653 | 764 | 56,8 | 7291 593 | 749 | 66,8 | 744 | 734 | 724 | 66,8 | 68,8

8741914 548 | 71,7 543 | 66,8 ] 59,8 | 784 | 784 | 748 | 7714 | 799 | 794 | 7189 | 774 | 724 | 744 | 914

B9 | 84| 673 | 603 | 61,8 969 | 638 | 658 | 71,4 | 734 ] 799 ] 563 | 648 | 703 | 764 | 68,8 | 804 | 729

849 | 824 668 | 774 543 | 613 ] 678 | 744 | 61,8 | 769 | 784 | 739 | 51,3 | 774 | 67,8 | 739 | 764 | 194

784 | 809 573 | 638 | 568 | 583 | 643 | 744 | 648 | 774 | 724 | 89| 719 | 658 | 353 | 859 | 724 | 70,3

89,91 89,9 ] 633 ] 658 ] 593 | 829 ] 468 | 693 | 71,8 ] 939 ] 703 | 824 | 689 | 804 | 804 | 698 | 543 | 819

B[ 879 658 | 728 | 483 | 613 | 759 | 774 | 718 | 724 | 809 | 754 | 724 | 71,4 | 578 | 744 | 63,8 | 478

844 | 854 ) 673 ] 638] 633 | 578 ] 573 | 70,8 | 233 | 483 | 453 | 553 | 59,3 | 69,3 | 819 | 57,8 [ 383 | 784

739 | 834 | 648 | 673 | 503 | 653 | 603 | 71,8 | 41,8 | 403 | 523 | 523 | 373 | 488 | 658 | 758 | 443 | 33,8

824 734493 | 643 | 688 ] 708 ] 71,3 | 64,8 | 388 | 44,3 ] 368 | 463 | 403 | 703 | 69,8 | 60,8 [ 458 | 40

754 | 859 578 | 578 | 608 | 632 ] 708 | 703 | 423 | 478 | 51,3 | 69,8 | 21,8 | 483 | 348 | 41,3 | 348 | 41,3

764 | 189 578 | 638 | 70 | 668 ] 668 | 673 | 353 | 368 | 343 | 739 | 338 | 57,8 | 47,8 789 | 703 | 653

94| 859 583 | 653 | 578 | 714 729 | 61,3 | 393 | 453 | 779 | 658 | 33,8 | 503 | 59,8 | 548 | 63,3 | 56,8

MEDIA[ 8 [ 8 [ 67 [ 69 [ 65 [ 71 | 67 [ 71 | 59 | 65 | 66 | 69 | 62 | 67 | 62 | 67 | 59 | 65

EP. |0357]|0,217| 0,399] 0,317| 0,454| 0,427 0,344| 0,219] 0,745] 0,72 | 0,645] 0,48 | 0,836| 0,427 | 0,638 | 0,492 0,579 | 0,664

t: tempo (min). RP: regido de placa, FP: fora de placa. L: lavagem da preparagdo
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Tabela 9-

MEDIDA

DO POTENCIAL DE MEMBRANA EM REPOUSO
(-mV)MiDCAI 1.2 pM 30 min APOS TTx 0.2 pM (n=3)

t0

tS

t10

t15

30

t60

t120

RP | FP

RP | FP

RP

FP

RP

FP

RP | FP

RP | FP

76,9 | 854

824 | 63,8

70 | 814

722

4.3

89| 583

804 [ 288

714

64,3

74,9

79,8

714

56,3

741 719

83,9 | 84

819 | 61,3

67,3

A

83,9 [ 859

754 | 653

82,9

72,9

71,9

734

70,3

72,9

929 | 804

749 | 744

854 | 754

67,8

8L4

784 | 653

80,9 [ 68,8

69,3

62,8

73,9

353

814

478

81,9 | 764
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90,9 | 194

804 [ 724

80,9

8L4

80,9 [ 734

64,8 | 62,8

573

35,3

67,3

4.4

63,3

8L4

86,9 [ 77,8

834 | 889

739 | T4

829

65,8

8341 779

83,9 [ 356

61,3

35,8

723

76,9

824

754

714 | 7184

759 | 874

81,9 [ 884

86,4

754

64,8 | 6838

73,9 | 909

488

233

71,8

45,8

194

79,3

834 | 714

703 | 814

799 | 748

754

44

784 | 72,9

703 | 70,8

64,8

44

894

794

73,9

834

754 | 7189

859 [ 834

344 | 804

874

75,9
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714 719

70,8

75,9

714 | 648

60,8 | 774

38,3

79,8

62,8

45,8

67,3

879

714 | 714

784 ] 819

824 | 859

814

67,3

703 | 748

79,9 | 824

74,3

56,3

60,8

854

58,3

789

714 | 724

769 | 759

749 | 824

75,9

67,3

756 | 809

678 | 824

56,8

86,4

4.8

714

57,8

57,8

ra

MEDIA

8 | 79

81 | 80

78

78

76

74

77 | 74

73 | 66

65

63

70

71

72

73

EP.

0,236 0,235

0,243] 0,307

0,185] 0,267

0,289

0,509

0,214] 0,347

0,292 | 0,652

0,41

0,776

0,341

0,603

0,378

0,456

t: tempo (min), RP: regido de placa, FP: fora de placa, L:

lavagem da preparacio
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Tabela 10- MEDIDA DO POTENCIAL DE MEMBRANA EM REPOUSO
(-mV)MiDCAI 1.2 uM 15 min APOS d-Te¢ 3 uM (n=3)
n t0 t5 t10 t15 130 t60 190 t120 L
RP| FP| RP| FP| RP| FP| RP| FP| RP| FP | RP| FP | RP| FP| RP | FP | RP | FP
75 “g |7 B| 8| 66| 2|8 | 3| 2| 4| 2| 24 9|52 8| 68| 78
S | S| O 0| O 71| 43| 8| 9 8 | 0| 56| 75| 68283 68| 68| 70
1 )1 63| & 76| 8| 4| O &8 81| 75| 65| 2| 4| 681208 63| 49 | 45
% 61 8| 67|73 RIS | 64 2| 79| 68| 58 &3 52 1108 63 M| 47
O 7| W | T | 74| 7|78 8 | 63 B | 56| 60| 75| 62| 47| 71| 65
8 | & | 71 S| 65| 6| 71 75 8 |1 10| & | 63| 76| 8 | 42| 67 | 74| &
D & | 4| T M | 53] 58] 60| 35 56 61 621 3| 4| 63 51
73 65 81 68 | 63 0| 62| 65 5] 4| 8| 53 56 3| | 4| 88| 35
) 91 8| | 77| 4| 65| 6l 581 45| 47| 40| 52| 63| 46 | 38 16 | 8| 75
771 8 | 8 | 58| 8 | 65| 58| 31 | 9| 64 | 45| 52| 39| 40| 47 | 38| 38 | 27
88| 77| P | 51 70 [ 60| 68 32| 5 0| 3| 64| 37| 9] 52| 53| 5| 67
75 71 NVD | 4| 63 B 2 4| A4 6| 61 48 9| 27| 47| 30| 51 26
91 % | 78 84| 6l 8| 71 4| 31 | 79| 38 3B 7 20 (70| 20| 81
2] 97 8 | 8 | 71 & | 40| 4| 73 514 | 75| 77 V] 20| 23 35
3 8 | 78| 81 | O | A4 | 81 97 | 63| 2| 2 21 O B3| 76| 0| 6l
O | 77| 8| WB| | O 45| 76| T | 75| 48| 88| 7|6 A[7 7
U\ | 77| T7TT| 76| 3B 7 241 5| 60| 57T 4] 26 15 8| 65| 9| &4
A8 |73 7| 2|7 21 31 91 3| 7| 6 81 78| 72 151 73 85
| B 80| 47| 80| &4 | A | 8 | 45| 53| A | 27| 4| 63288 67| 21 15
76 | 71 83 B 791 8| 76| 71 1 25 56 49| 29| P |133| 75 9 38
4 83 S| M| 76| | 2] 8| 8| 3| 9| 27| 6| BB 75|113| 34 10 | 68
87 | & | 8 | & | 5| 4| 8| 10| 20| 71 A 17 | 138 20 | 47 | 29
B 8 | | 68| 8| 77| & | B| 2851|259 68]97] 51| 4| 21
4|1 89| 56| 83| 62| | 64| 66 | 48 | 45| 67| 63 74|23 | 43 26
MDA S| 8| |72 B| | 6 V| 3| 56| A S| 9| R| 2|48| 5
EP. | 0286 0408| 0,277 0473( 0,301 | 0462 | 0,532| 0,882| 0,871| 0,747| 0,827] 0,678| 0,912] 0,822] 0,985| 0,877| 0,839 | 0,992

t: tempo (min), RP: regido de placa, FP: fora de placa, L: lavagem da preparagdo
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Figura 19- Efeito de tratamentos farmacoldgicos sob a despolarizacao induzida pela
fosfolipase A, MiIDCAIL 1: MiDCA1 0.6 uM; 2: MiDCAI 1.2 uM;
3: carbacol 8 uM; 4: MiDCAI 0.6 uM + carbacol 4 uM; 5: MiDCAI 1.2 uM
em Tyrode com Ca** 0.9 mM; 6: PLA, 1.2 uM apés TTx 0.2 uM; 7: MiDCAI
1.2 uM 15 min apés d-Tc 3 uM. *p<0,05 significancia em relagdo ao controle

positivo 2.
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3.4.13-Medida e analise dos potenciais de placa terminal em miniatura (PsPTM)

Foram obtidas medidas de freqiiéncia e de amplitude, nos tempos to, t;s, t30, teo,
too, tizo min e também apds a lavagem da solucdo (L). Como no protocolo anterior, as
preparacdes incubadas com toxina e com solu¢d@o nutritiva de Tyrode foram observadas por

120 min.

1. Tyrode: a fregiiéncia dos PsPTM ficou em 50 + 0.3 min™ em preparacdes

controle antes da adi¢do da toxina.

2. MiDCAI 0.6 uM (n=3): o tratamento das preparagdes com esta toxina
determinou uma ligeira diminui¢do na freqiiéncia dos PPTM aos 15 min
(40 + 1 min™") seguida de um aumento gradativo que foi maximo aos 30 min
(73 + 2 min™, p< 0,05). Logo apGs este aumento seguiu-se uma nova e
progressiva diminuicdo no numero destes potenciais (Figura 20) chegando
préximo aos niveis controle em 120 min de observacdo (47 + 0,7 min™).
N3ao houve alteracdo significativa da amplitude média observada durante os
120 min de experimento (0,55 mV) quando comparada aos valores controle
antes da adicdo da toxina (0,5 mV). No entanto verificou-se um aumento
significativo no nimero de potenciais gigantes (potenciais maiores que o
dobro da amplitude média do controle) que ficou em torno de 200 = 2% de

aumento aos 120 min de observagao (p<0,05).

3. MiDCAI 1.2 uM (n=3): nesta concentracdo a toxina exibiu um efeito
trifasico caracterizado por uma depressao inicial seguida de grande aumento
na liberacdo, porém sem alteracdo da amplitude média; este efeito foi
seguido pelo desaparecimento gradual dos PsPTM no ruido (Figura 21).
Observou-se ainda que a partir dos 30 min de experimentagdo houve um
aumento progressivo no numero de potenciais observados e que foram
caracterizados como “bursts” (1750 + 4 min™") que chegaram a 3170 = 3
min” aos 60 min de observacdo. Apds este efeito, verificou-se uma

diminui¢do gradativa no numero de potenciais que ficaram abaixo dos
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valores controle apds 120 min de observacdo. O registro e andlise dos
resultados foram feitos utilizando-se um software de aquisicio de dados
(AgDADOS, Lynx, Brasil) que permitiu a avaliacdo individual de cada
potencial adquirido. Nesta concentracdo (1.2 uM) a toxina determinou uma
certa resisténcia da fibra muscular ao impalamento ou a introdugdao
intracelular do microeletrodo devido ao grande nimero de fasciculacdes
seguidas de potenciais de a¢do além da despolarizacdo induzida pela toxina.
Nesta série de experimentos também ndo houve alteragdo significativa da
amplitude média dos PsPTM 0,37 mV quando comparada com a amplitude
controle antes da adicdo da toxina 0,55 mV. Porém, também houve uma
aumento significativo no nimero de potenciais gigantes observados que

ficou em 500 = 3 % acima dos valores controle.
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Figura 20- Efeito induzido pela PLA, MiDCAI (0.6 pM) sobre a freqiiéncia e
amplitude dos potenciais de placa terminal em miniatura em preparacdo
diafragma de camundongo em diferentes tempos. Note-se o aumento
significativo da freqii€ncia e no nimero de potenciais gigantes (> 1,3 mV). O
histograma representa a média + o erro padrio de 3 experimentos.

*p<significincia.
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Figura 21- Efeito induzido pela PLA, MiDCAI (1.2 pM) sobre a freqiiéncia e
amplitude dos potenciais de placa terminal em miniatura em preparagdo
diafragma de camundongo em diferentes tempos. Note-se o efeito trifdsico e o
aumento significativo no nimero de potenciais gigantes (> 1,3 mV). O
histograma representa a média + o erro padrio de 3 experimentos.

*p<significancia.
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3.4.14- Medida e analise dos potenciais de placa terminal (PsPT)

Nesta série de experimentos eletrofisioldgicos a PLA, MiDCALI foi estudada
para verificacdo de seus possiveis efeitos sobre o conteido quantico (CQ) e o tamanho
quantico (TQ) em preparacdes nervo frénico-diafragma de camundongo tratadas com
glicerol para impedir a contracdo muscular. As prepara¢des foram estimuladas a 1Hz
durante 1 min. Neste intervalo de tempo de 30-60 potenciais foram registrados para o

célculo do conteudo quéntico em to, tyo, t30, tso MiN.

1. Controle solucdo nutritiva de Tyrode (n= 8): os valores do conteddo quantico
dos PsPT ficaram em torno de 33 + 2 em ty e 34 £ 2 em tgp min (Tabela 11).
Nestes experimentos os valores do TQ foram de 0,63 = 0,3 em ¢ty e
0,58 + 0,2 em tgp min. A amplitude média dos potenciais ficou em torno de

2,4+0,7emtye 4,8 + 2 em tep min (Figura 22).

2. VT 10 pg/ml (n=8): Nestes experimentos avaliaram-se o efeito induzido
pelo veneno total de Micrurus dumerilii carinicauda sobre o CQ, o TQ e a
amplitude dos PsPT. Assim os valores do CQ ndo foram alterados
significativamente com este tratamento ficando em 21 + 2 em tjp €
24 + 1 em tgp min (Tabela 11 e Figura 23). Também nado foram alterados os
valores do TQ que variaram de 0,41 £ 0,18 em t;p e 0,60 + 0,3 em tgp min
(Tabela 11). No entanto, o veneno total foi capaz de aumentar
significativamente o valor das amplitudes médias em t;p (6 = 1,3) e em t3g
(5,6 = 0,8) p<0,05, corroborando o efeito facilitador inicial que precede o

bloqueio irreversivel observado em registros miograficos (Tabela 11 e

Figura 22).

3. MiDCAI 0.6 uM (n=14): Nesta série de experimentos verificou-se um
aumento significativo do CQ em tgp min (160 £ 4, p<0,05) (Tabela 11 e
Figura 23). Nesta concentragdo nao houve alteracao significativa do TQ que

variou de 0,3 £ 0,09 em t;p min a 0,92 + 0,6 em tg min (Tabela 11). No
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entanto, as amplitudes médias dos PsPT foram significativamente alteradas

em t3p min (12 £ 2 mV, p<0,05) (Tabela 11 e Figura 22).

4. MiDCAI 1.2 uM (n=14): Nesta concentracdo de toxina também verificou-se
um aumento significativo do CQ seguido de diminuicdo também
significativa em relacdo ao controle (Tabela 11 e Figura 23). Desta forma, os
valores do CQ foram 94 £ 10 em tjpe 14 £ 4 em teo min (p<0,05). Neste caso
houve alteracdo significativa do TQ aos 60 min que ficou em 0,23 £ 0,04 em
tio e 1,23 £ 0,4 em tg min (p<0,05) (Tabela 11). Nesta concentracdo de
toxina também verificou-se um aumento significativo na amplitude média
dos PsPT cujo os valores ficaram em 8,7 £ 2 mV em tjpe 5 £ 1 mV em tz

(p<0,05) (Tabela 11 e Figura 22).

Tabela 11- EFEITO DO VENENO (VT) E MiDCAI SOBRE O TAMANHO
QUANTICO E O CONTEUDO QUANTICO DOS PsPT ELICITADOS EM
ESTIMULOS DE 1 Hz

Tratamento TO cQ n
Tempo (min] Tempo (min)
to tap tn tin tan
Controle 053 t03 054 t02 e S e e of I 34 X2 g
VT 10 pg/ml 0411048 | ogotns | 2 Ez | oz | 24h a2
MiDCAIDG pM | 026009 | 022%06 | 33%2 | 604 | 5pn+4 14
MiDCAI12pM | 0222004 | *123%04 3281 | fga 0 | M4ty 14

TQ: Tamanho quantico
CQ: Conteddo quantico

* significancia para p<0,05 em relagdo ao controle
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Figura 22- Efeito de diferentes tratamentos sobre a amplitude do potencial de placa
terminal obtido em preparagdo nervo frénico-diafragma de camundongo
tratado com glicerol em temperatura ambiente. Em (B), o grifico da amplitude
do potencial em funcdo do tempo, comparando as preparacdes tratadas com
veneno ¢ PLA; com o controle. Em (A), registro representativo do efeito
induzido pela PLA, MiDCAI 0.6 uM sobre a amplitude do potencial de placa
terminal onde 1, 2, 3 e 4 representam os registros nos tempos to, tio, t30 € teo
min respectivamente. Em (B) cada ponto representa a média + erro padrao de
8-14 experimentos. VT: veneno total 10 ug/ml; PPT: potencial de placa

terminal.
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Figura 23- Efeito de diferentes tratamentos sobre o contetido quantico do potencial de
placa terminal obtido da preparacao nervo frénico-diafragma de camundongo.
O grafico representativo do conteudo quantico em funcdo do tempo,
comparando as preparagcdes controle com as tratadas com veneno e PLA,. Note
o aumento seguido de diminuicdo significativos do conteido quantico. Cada
ponto representa a média * erro padrio de 8-14 experimentos. VT': veneno total

10 pg/ml; *p<0,05 em comparacio com o controle.
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3.4.15- Medida e analise dos potenciais de acao compostos (CAP) em preparacio

nervo ciatico de camundongo

Os efeitos induzidos pela administracio da PLA, MiDCAI sobre os vdrios
parametros analisados do potencial de acdo composto de nervo cidtico de camundongo
foram descritos na Tabela 12. Assim, a aplicacdo de MiDCAI (0.6 uM, n=3) promoveu
somente aumento na amplitude do potencial de acdo composto de no miximo 30 + 9%
(n=3, p<0.05) aos 90 min de incubagdo ndo havendo bloqueio abaixo dos niveis controle ao
final de 120 min de observacdo (Figura 24). Porém, quando as doses subseqiientes de 1.2 e
2.4 uM foram aplicadas, observou-se uma atenuacao do efeito facilitatério € um reforco no
efeito bloqueador. Desta forma, com a concentracdo de 1.2 uM houve um aumento de
apenas 11 £ 5% aos 30 min de incubag¢do e um bloqueio de 6 £ 2% ao final de 120 min
(n=3). Da mesma forma com a concentracdo de 2.4 uM houve uma facilitacdo de 3 + 0.5%
aos 10 min e um bloqueio de 47 + 13% (n=3, p<0.05) ao final de 120 min (Figura 24).
Nesta série de experimentos também foram feitos testes com 3,4-DAP na tentativa de se
elucidar o efeito facilitador promovido pela MiDCAI nestas preparagdes (Tabela 12 e
Figura 24B). Além disso, quando a concentracdo de Ca** foi reduzida a zero na solucdo
nutritiva o efeito facilitador ainda foi observado. Assim, em solug¢do a Ca*™ zero a
administracdo de MiDCALI (0.6 uM, n=3, p<0.05) induziu facilitagdo méxima de 17 + 6%
aos 60 min ndo havendo bloqueio ao final de 120 min de observagdo (Tabela 12). No
entanto, para a concentracdo de 2.4 uM ndo houve facilitacdo sendo o efeito caracterizado

por apenas bloqueio de 70 £ 6% ao final de 120 min de observagao (Figura 24).
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Figura 24- Forma de onda tipica do potencial de acio composto registrado em preparaciao nervo
ciatico de camundongo. Em (A), registro representativo do efeito induzido pela PLA;
MiDCALI sobre a amplitude do potencial de acdo composto onde (a) representa o controle,
(b) a preparagdo tratada com 0.6 uM de MiDCAI e (c¢) a preparacdo tratada com 2.4 uM de
MiDCAI no tempo 0 e 120 min, respectivamente. Note-se o aumento significativo na
amplitude destes potenciais com a menor concentracdo e reforco do bloqueio com a
concentracdo maior. Em (B), o grafico da amplitude do potencial em func¢do do tempo,
comparando as preparacdes controle com as tratadas com PLA; onde cada ponto representa

a média * erro padrio de 3 experimentos.* significancia.
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3.4.16- Experimentos de whole-cell patch-clamp em neuronios DRG

Efeito da PLA, MiDCAI sobre a amplitude das correntes de Na*

registradas em células de neuronios DRG

As correntes de entrada “inward currents” registradas de neur6nios DRG
exibiram um limiar para ativacdo em torno de —20 mV para um potencial de manutengao
negativo “holding potencial” de -85 mV. As correntes de Na* em whole-cell registradas
durante varios protocolos de voltage-clamp (voltage-clamp steps) aplicados em um holding
potential de —85 € mostrada na Figura 25. Neste caso quando a PLA, MiDCAI foi a
aplicada a temperatura ambiente (0.6 e 2.4 uM, n=3) houve um leve aumento nio
significativo (11 = 7%) na amplitude das correntes registradas para a concentracdo de

(2.4 uM) (Figura 25).

Efeito da PLA, MiDCA1 sobre a amplitude das correntes de K*

registradas em células de neuronios DRG

A Figura 26 mostra o efeito induzido pela PLA, MiDCALI (0.6 € 2.4 uM) sobre
amplitude das correntes de K* registradas em células DRG neurdnios. A corrente total foi
registrada durante um voltage step de +60 mV. A aplicacdo da toxina promoveu um
bloqueio de 29.66 * 3.17% para a concentragdo de (0.6 uM) e de 31 = 1% (2.4 uM, p<0.05)
na transferéncia de carga imediatamente apds a aplicacdo da toxina. Nao houve diferenca
estatistica entre entre as concentracdoes de toxina utilizadas. No entanto, um recobro na
amplitude das correntes foi observado apds a lavagem da preparacio quando a
concentracao menor foi testada. O mesmo nao foi notado com a concentragdo maior que

promoveu um bloqueio irreversivel na amplitude dessas correntes.
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Figura 25- Registros representativos do efeito induzido pela PLA, (MiDCAI) sobre as
correntes de Na* registradas em células de neurdnios DRG. As correntes
foram registradas através de um protocolo de despolariza¢do que variou de —
85 mV a — 20mV. Em A, auséncia de efeito a aplicacio de MiDCAI
(0.6 uM). Em B, aumento ndo significativo na amplitude da corrente em

resposta a aplicacdo de MiDCALI (2.4 uM) em comparacdo ao controle.
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Figura 26- Correntes de K* representativas do efeito induzido pela PLA, (MiDCAI)
sobre registros feitos em células de neuronios DRG. Em A, efeito induzido
por MiDCAI (0.6 uM). Em B, efeito induzido por MiDCAI (2.4 uM). As
correntes totais foram registradas durante um protocolo de voltagem

(voltage step) de -50 mV a —100 mV.
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3.5- DISCUSSAO
Relacio entre as caracteristicas bioquimicas e os efeitos farmacolégicos

Os venenos de serpentes apresentam varias isoformas que, apesar de sua grande
similaridade em termos estruturais, funcionais e seqiiéncia de aminodcidos, demonstram
funcdes bioldgicas diversas que ocorrem independentemente da atividade enzimatica.
Algumas PLA, botrépicas e crotélicas, por exemplo, facilmente formam uma estrutura
dimérica na solugdo fisiolégica e eventualmente estruturas triméricas e tetraméricas
(JORGENSEN et al., 2002). Esta transicao tipica de uma PLA, monomérica para triférica
pode ser observada simplesmente por eletroforese (SDS-PAGE ou Tricina-SDS-PAGE) na
presenca de DDT. No caso da PLA, MiDCALI esta transi¢do nao foi observada. Esta ndo
dimerizacdo poderia explicar a reducdo da forca enzimdtica e também da atividade
farmacoldgica (TOYAMA et al., 2003). O caréter basico da PLA; parece ser um importante

pré-requisito molecular para a estrutura homodimérica.

Além disso, vérias PLA; de venenos de serpentes nao neurotoxicas ou PLA; de
mamiferos apresentam um grande numero de atividades bioldgicas independentemente da
sua neurotoxicidade que corroboram a idéia de um sitio de ligacdo em comum da PLA; na
membrana celular. Recentemente alguns receptores para PLA, foram caracterizados e os
modelos moleculares mostraram que a interagdo entre estas toxinas protéicas e o receptor €
independente seqiiencialmente de um dominio do tipo CDR-like (VALENTIN e
LAMBEAU, 2000). A andlise molecular subseqiiente de fosfolipases pancredticas
mostraram que o loop de ligacdo ao Ca** e o sitio catalitico sdo regides criticas para esta
ligacdo. Ha pouco a andlise seqiiencial revelou “motifes” de PLA, em proteinas
encapsuladas do virus da parvovirose, mas estas proteinas ndo mostraram atividade
enzimdtica. A comparagdo estrutural desta nova proteina com as PLA;, secretadas
previamente descritas, sugerem que o loop de ligacio ao Ca* estd envolvido no
reconhecimento molecular ao receptor de membrana (ZADORI et al., 2001). Assim,
mutacdes simples observadas para a MiDCAI em relacdo ao loop de ligacdo ao Ca*™
poderdo inibir fortemente sua capacidade de ligacdo ao receptor, mas a andlise feita até

agora ainda ndo pode excluir a participacdo de outras regides como o sitio ativo e o B-wing.
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A perda evoluciondria do loop pancredtico na classe I das PLA, parece ser
importante para a aquisicdo de uma miotoxicidade completa por conta do aumento da
atividade enzimadtica. A andlise da MiDCAI mostrou a presenca de residuos de aminoacidos
altamente conservados para a atividade miotéxica (R16, V93, A105, N113 e Y114), os
quais sdo considerados aminodcidos essenciais para esta atividade (ALAPE-GIRON et al.,
1999). Assim, a fraca ou praticamente inexisténcia de miotoxicidade observada com a
MiDCAI provavelmente surge da falta de atividade enzimatica, a qual € importante para a
atividade miotdxica principalmente das PLA; do grupo 1, e a exclusdo deste pré-peptideo, o
qual leva a uma PLA, constitutivamente ativa, foi provavelmente crucial na evolugdo da

miotoxicidade (ALAPE-GIRON et al., 1999).

Em relacdo a neurotoxicidade, pode-se afirmar que a regido responsavel por
esta acdo, na maioria das PLA,, estd localizada entre os residuos de aminoacidos 80 e 110
para o grupo I das PLA; (KINI e IWANAGA, 1986). Recentemente, a cristalografia
mostrou que as regides neurotdxicas compreendem os residuos de aminodcidos 80 ao 95
que correspondem ao loop 6 para algumas PLA, (SINGH et al., 2001). A anélise seqiiencial
da MiDCALI para esta regido ndo € tao evidente como observado para outras PLA;. Além
disso, estudos de modificagdo quimica indicaram que os segmentos 59 a 90, os quais
incluem uma o-hélice curta (residuos 58-66) que também contém uma regidao
anticoagulante e um loop B-wing (75-85), estdo diretamente envolvidos na determinagdo da
neurotoxicidade de acordo com YANG (1997). Provavelmente a neurotoxicidade observada
para a MiDCAI envolve uma extensa regido que inclui a regido anticoagulante e a 3-wing.
A MiDCAI mostrou o H48, D49, Y52 e D99, os quais sdo os mais importantes residuos de
aminodcidos na atividade enzimdtica. A formag¢do da estrutura dimérica é muito importante
para atividade enzimdtica e recentemente trabalhos mostraram que PLA, de venenos de
serpente apresentam um comportamento alostérico em solucdo (De OLIVEIRA et al.,
2001) sendo a estrutura dimérica muito importante para a atividade neurotéxica, no caso
das PLA; do grupo I (BANUMATHI et al., 2001). Além disso, a estrutura dimérica foi
formada pelo contato molecular das dreas C-terminal, ligacdo do Ca” e B-wing entre
monomeros (RIGDEN et al., 2003). Alguns residuos de aminodcidos foram considerados

importantes para este contato como G53, S59, S60 e a comparacdo do loop C-terminal e
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B-wing da MiDCAI mostrou uma baixa homologia seqiiencial e estrutural com PLA,
miotéxicas ativas e PLA, da classe 1. De acordo com SINGH et al., (2001) os aminoacidos
Y3, W64 e F66 sdo residuos de aminodcidos importantes também para a dimerizacdao. A
estrutura primaria da MiDCAI mostrou vérias mutacdes de aminodcidos no dominio C-
terminal e auséncia do Y3 e W64, o que leva a especular que a auséncia destes elementos
estruturais sao importantes para a dimerizacdo da MiDCALI e conseqiientemente levaram a

perda da atividade enzimadtica e miotdxica.
Efeito induzido pela PLA; MiDCA1 em preparac¢oes neuromusculares

A ocorréncia de PLA; em venenos de serpentes ¢ uma observacdo comum
(DAVIDSON et al., 1991). Estas enzimas t€ém demonstrado compartilhar uma alta
identidade em sua seqii€ncia de aminodcidos e estrutura tridimensional (HEINRIKSON,
1991). Apesar desta alta homologia demonstrada por algumas PLA; neurotdxicas estas

podem diferir quanto ao tipo e a poténcia do seu efeito farmacoldgico.

Em miusculos esqueléticos de vertebrados as PLA; ou toxinas com atividade
fosfolipdsica A, inibem a transmissdo neuromuscular através de trés principais modos de
acdo. Baseado na diferenca em seu sitio de acdo principal, as fosfolipases A, dos venenos
de serpentes podem ser classificadas em trés grupos. O primeiro grupo, cujo exemplo € a
B-bungarotoxina e algumas outras neurotoxinas pré-sindpticas, inibe a transmissdo
neuromuscular por atuar seletivamente no terminal nervoso motor. O segundo grupo, cuja
PLA, basica do veneno de Naja nigricollis é o principal exemplo, produz um efeito
miotéxico relevante e também deprime a sensibilidade dos receptores subsindpticos da
acetilcolina. O efeito pré-sindptico das PLA, pertencentes a este grupo € geralmente
mascarado por sua atividade miotéxica. O terceiro grupo inclui as PLA; dcidas e neutras de
véarios venenos de serpentes, exercem pequeno efeito no nervo e no muisculo em pequenas
concentracdes e podem ser caracterizadas como PLA; ndo-téxicas. Assim os efeitos
induzidos pela PLA, MiDCAI em preparagdes neuromusculares de camundongo e
pintainho demonstram uma poténcia discreta se comparada as outras PLA; ativas na jungdo
neuromuscular, porém similar aquele observado com a p-bungarotoxina (CHANG e LEE,

1963).
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O efeito da PLA; MiDCAI em preparacao de camundongo foi caracterizado por
uma leve depressdo seguida de facilitagdo transitéria da neurotransmissdo (aumento da
forca de contracdo muscular) e leve contratura que precedem o bloqueio neuromuscular
irreversivel, o que também foi visto com o veneno total de Micrurus dumerilii carinicauda
em camundongos. Este resultado sugere que o componente do veneno que promove o efeito
facilitador inicial observado em preparagdo de camundongo seja a PLA, MiDCAI. A
poténcia e as caracteristicas do efeito neurotéxico induzido por toxinas PLA; depende na
maioria dos casos do tipo de preparacdo utilizada (LEE e HO, 1982). Assim, o efeito
facilitador observado em camundongos com a adicao do veneno total ndo pode ser visto em
ratos (SERAFIM et al., 2002). Na preparagdo NFD de camundongos observou-se também
uma leve diminui¢do da resposta a estimulos diretos de intensidade inferior ao observado
com o veneno de Micrurus fulvius (WEISS e McISAAC, 1971). Isto porque algumas
fosfolipases A, exercem, em concentracdes maiores, acdo miotdxica, diminuindo ou
abolindo a excitabilidade das fibras musculares e outras atuando especificamente nas fibras
musculares (FOHLMAN e EAKER, 1977). Porém, no caso da MiDCALI, esta hipétese pode
tornar-se menos relevante ja que nao houve alteracdo da contratura ao KCl e também por se
observar que ndao hd a liberacdo de creatino kinase em musculos biventer cérvicis de
pintainho, fator relevante no desenvolvimento da miotoxicidade (GOULART et al., 1999).
Assim, a leve contratura observada em preparacdes neuromusculares de camundongo seria
resultado de um efeito despolarizante direto das fibras musculares como observado para
outros venenos (LEE e HO, 1982). Os mesmos efeitos neuromusculares também foram
observados em preparacao biventer cervicis de pintainho, que demonstrou ser mais sensivel
ao efeito bloqueador neuromuscular. Nesta preparacao, porém, houve a auséncia do efeito
facilitador inicial. Assim, apds o tratamento com a PLA, observou-se uma redugdo
progressiva da forca de contracdo muscular que culminou em bloqueio total em
concentracdes mais elevadas. Também observou-se um leve bloqueio da resposta a ACh
exogena sem alteragdo da resposta ao carbacol. Com relagdo ao efeito bloqueador da
resposta a ACh exdgena a explicagdao poderia residir no fato de que algumas PLA,,
ensaiadas em maior concentracido, possuem a capacidade de produzir dessensibilizacao
parcial dos receptores nicotinicos da placa motora como efeito secundario, como ocorre

com a crotoxina (VITAL BRAZIL et al.; 2000). Assim, em determinadas concentracoes,
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substancias como a ACh, que sao facilmente degradadas pela acetilcolinesterase, nao
seriam capazes de ativar o receptor nicotinico em tempo suficiente para produzir contratura.
Além disso, associa-se este resultado ao fato de ndo ter sido utilizado um protocolo de dose
cumulativa de ACh, o que poderia evidenciar o desbloqueio dos receptores nicotinicos
como visto com o carbacol (LEE e HO, 1982). O efeito pds-sindptico secundario pode estar
relacionado a ligacdo da neurotoxina somente em uma ou algumas da subunidades do
receptor nicotinico ja que ndo ha interferéncia no binding da ACh e da a-neurotoxina de
Naja nigrocollis mno sitio do receptor colinérgico (BON e CHANGEAUX, 1977). Este
efeito também pode ser corroborado pelo fato de que em experimentos eletrofisiolégicos
observou-se que o bloqueio induzido pela d-Tc ndo impediu a despolariza¢do em regides de
placa terminal em preparacdo diafragma de camundongo, sugerindo que o sitio de liga¢ao

da toxina ndo seja o mesmo do curare (VITAL BRAZIL et al., 2000).

Assim pode-se sugerir que os efeitos induzidos pela PLA; MiDCAI sdo tipicos
da maioria das neurotoxinas PLA; pré-sindpticas. Corroboram também esta idéia o fato de
que na vigéncia do bloqueio neuromuscular observado em preparacao nervo frénico-
diafragma de camundongo a liberagdo espontanea achava-se muito aumentada (“bursts” de
potenciais de placa terminal em miniatura), enquanto a causada pela estimulacdo elétrica do
nervo frénico encontrava-se diminuida (HO e LEE, 1983). Refor¢a esta tltima hipotese o
fato de ser irreversivel o bloqueio neuromuscular induzido por esta toxina enquanto sao
prontamente reversiveis as suas acdes pos-sindpticas: inibicdo reversivel da contratura

causada pela ACh e carbacol (LEE e HO, 1982).
Estudo eletrofisiologico

Efeito sobre o potencial de membrana em repouso da preparacio

diafragma de camundongo

O tratamento de preparagdes NFD de camundongo com a PLA, MiDCAI
proveu uma despolarizagdo irreversivel do potencial de membrana tanto dentro como fora
da regido de placa. Este efeito € inibido quando a preparacdo € tratada com TTx ou pela
diminui¢io do Ca*® da solucdo nutritiva. A inibicdo do efeito despolarizante pelo

tratamento prévio da preparacdo com TTx sugere que a toxina esteja atuando diretamente
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em canais de sdédio. Assim, a leve contratura observada em preparacio NFD de
camundongo seria explicada, efeito que também foi visto com outros venenos animais
(FONTANA e VITAL BRAZIL, 1985). Além disso, o efeito inibitério da despolarizacao
promovido pela diminuicio da concentracio de Ca'> sugere ainda que o efeito
despolarizante seja célcio-dependente como ocorre com outras PLA, neurotdxicas
(LANDON et al., 1980; LEE e HO, 1982) . Isto poderia ser explicado pelo fato de que ions
Ca™, em combinac¢do com a calmodulina ou outra proteina de ligagdo como a calpactina
(BURGOYNE, 1988), sao gatilhos para um grande nimero de atividades celulares e muitas
fungdes neuronais que sdo bdsicas para a atividade nervosa (ativagdo de microtibulos,
up-regulation de um grande nimero de receptores, sintese do neurotransmissor e estocagem
das vesiculas, estimulagdo da funcdo mitocondrial, liberagdo de neurotransmissores e
outras) que sdo dependentes da entrada de Ca** (YASHAR et al., 1998). Além disso, o fato
de que em preparacdes tratadas com altas concentragdes de d-tubocurarina a despolarizagao
em regides de placa terminal ocorreu normalmente, também reforca um efeito direto em
canais i0nicos. O extensivo estudo das proteinas de membrana seja no terminal nervoso,
seja no musculo esquelético, tem demonstrado que 80% do Ca*? é armazenado no reticulo
sarcoplasmético via Ca**-ATPase. Os outros 20% de Ca** sdo expelidos do citosol para o
espaco extracelular por duas classes de proteinas transportadoras presentes no sarcolema: a
Ca*>-ATPase e o trocador Na*/Ca™. A este tdltimo tém sido atribuido o mecanismo
dominante de extrusdo do Ca* para o espaco extracelular (YASHAR et al., 1998). Embora
o trocador Na'/ Ca** tenha sido mais estudado na célula muscular cardiaca, onde tem papel
central na regulacdo da concentracdo de Ca** mioplasmdtico livre, ele também estd presente
na célula muscular esquelética (BALNAVE e ALLEN, 1998). A troca de trés Na*
extracelulares (que entram na célula) pela remocao de um Ca*? intracelular (que sai da
célula). Ao contrario, em seu modo reverso, um Ca™ entra na célula e trés Na© sdo
expelidos (DONOSO e HIDALGO, 1989). Talvez resida neste mecanismo uma provavel
explicacdo para a inibicao do efeito despolarizante pelo Ca* da solucdo nutritiva em baixas
concentragdes. Além disso, a sugestdo de um efeito despolarizante via canais i0nicos pode
ser refor¢ada em resultados que demonstraram que a incubagdo de metade da concentracdo
de MiDCAI mais metade da concentragdo de carbacol produziu uma potenciagcdo do efeito

despolarizante. Esses resultados indicam que o sitio de atuacdo do carbacol € diferente do
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da PLA, (VITAL BRAZIL et al., 2000). Sabe-se que o carbacol ou carbamilcolina atua
como a acetilcolina, ligando-se aos receptores nicotinicos da regido subsindptica
promovendo a despolarizagio por aumento do influxo de Na" (VITAL BRAZIL et al.,
2000). Além disso, o grande numero de fasciculagdes que precederam as contracdes
musculares expontaneas tem sido relacionado com o efeito promovido por substancias que
atuam em canais de Na* (VITAL BRAZIL et al., 2000). Estes efeitos refletem a agdo
despolarizante do composto mas, se a acdo € exercida inteiramente na membrana
pOs-juncional do terminal nervoso motor ou se o terminais nervosos motores estdo sendo
despolarizados e excitados para que um potencial de acdo reflexo esteja sendo gerado, fica

dificil saber.

Efeito sobre o potencial de placa terminal em miniatura da preparacao de

camundongo

As neurotoxinas pré-sindpticas ofidicas, todas dotadas de atividade
fosfolipdsica A,, sdo os constituintes mais téxicos dos venenos ofidicos. Atuam na jungao
neuromuscular inibindo a liberacdo de acetilcolina por impulsos nervosos (ABE et al.,
1976). No entanto, antes de bloquear a liberacdo de acetilcolina estas neurotoxinas
deprimem a liberacdo de forma transitéria antes de aumentar a liberacdo. O mecanismo de
acao responsavel por este efeito trifasico ainda niao é bem esclarecido, porém, sabe-se que o
efeito facilitador induzido por estas toxinas em preparagdes nervo-musculo de mamiferos €
independente da atividade fosfolipdsica A, (CHANG e LEE, 1977). A B-bungarotoxina,
crotoxina, taipoxina, notexina e amoditoxina sdo exemplos de neurotoxinas que possuem

atividade fosfolipasica A,

Similar a estas outras toxinas a PLA; MiDCAI também produziu um efeito
trifdsico aumentando significativamente a freqiiéncia dos PPTM ap6s um ligeiro periodo de
depressdo antes de reduzir a liberacdo abaixo dos niveis controle. A diminuicao transitéria
na liberagdo do neurotransmissor tem sido atribuida a uma ligacdo da neurotoxina a sitios
pré-sindpticos especificos, a qual também nao estd relacionada a atividade fosfolipésica A,
(KELLY et al., 1979). Além disso, na maioria dos experimentos observou-se um aumento

significativo no nimero de PsPTM gigantes em analogia aos efeitos induzidos por toxinas
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pré-sindpticas (LEE e HO, 1982). Potenciais gigantes sdo comumente definidos como
aqueles com amplitude maior que duas vezes a amplitude média do controle (LEE et al.,
1984). Porém, o aumento no nimero dos potenciais gigantes deve ser analisado com
cuidado pois tanto pode evidenciar uma a¢do ao nivel subsindptico como ocorre com 0s
anticolinesterdsicos, com aumento da amplitude (FATT e KATZ, 1952), como também
uma agdo pré-sindptica como visto com a crotoxina (HAWGOOD et al., 1988). Porém, no
caso da MiDCALI o fato de ndo ter havido diminui¢do na amplitude média dos PsPTM na
fase de esgotamento na liberacdo do neurotransmissor, evidencia a origem pré-sindptica
para os potenciais gigantes (VITAL BRAZIL e FONTANA, 1984). Se ocorresse alteracao
da amplitude média destes potenciais haveria uma forte sugestdo de efeito sobre os
receptores nicotinicos da regiao subsindptica como € observado para o veneno total e outros
venenos e neurotoxinas elapidicas (SERAFIM et al.; 2002; VITAL BRAZIL et al., 1995).
Considera-se o efeito no aumento da freqii€ncia dos PPTM como um aumento na liberagao
espontanea de acetilcolina. A explicagdo mais simples para este fendmeno seria que a
atividade enzimatica da PLA, produziria uma perturbacdo suficiente no axdonio da
membrana, a qual levaria a um aumento na permeabilidade aos ions Ca*™ (ABE et al.,
1976). Outra explicacdo sugere que o aumento do Ca** intracelular estaria associado a uma
inibi¢do do mecanismo de remogdo do Ca** do terminal pela mitocondria (WAGNER et al.,
1974). Além dessas hipoteses, sugeriu-se que a atividade fosfolipdsica dessas toxinas
fariam uma ativacdo do processo de liberacao de acetilcolina devido a produgdo de acidos
graxos e lisofosfolipidios (ABE et al., 1976), os quais sdo conhecidos por promover a fusao
de membranas (KANTOR e PRESTEGARD, 1975). Porém, investigacOes
eletrofisioldgicas mais recentes tém indicado que este estdgio facilitador que antecede o
bloqueio pode também estar associado ao bloqueio de alguns tipos de canais de K*
(ROWAN e HARVEY, 1988) dentro do terminal nervoso motor. O bloqueio dos canais de
potdssio ocasionaria um retardo na repolarizagdo do terminal nervoso motor apds o
potencial de acdo. Isto faria com que os canais de Ca* voltagem-dependentes se abrissem
por um periodo maior que o normal, aumentando o influxo de Ca** para o terminal nervoso

para disparar uma grande quantidade de neurotransmissor (PENNER e DREYER, 1986).
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Efeito sobre o conteiido quantico do potencial de placa terminal

Toxinas curareformes as quais ligam-se ao receptor nicotinico da placa terminal
bloqueando a transmissdo neuromuscular ndo sdo o Unico tipo de neurotoxinas presentes
em venenos de serpentes elapidicas (LEE, 1972). A maioria das PLA, pré-sindpticas
induzem alteragdes trifasicas no conteido quantico da liberacdo evocada em juncdes
neuromusculares de anfibios e mamiferos (HAWGOOD e SMITH, 1989). No entanto, os
mecanismos relacionados a esta série de alteracdes sdo ainda pouco decifrados.
Experimentos demonstram que na fase de aumento da resposta a toxina bloqueia uma certa
classe de canais de potdssio, o que foi observado em mamiferos mas ndo em anfibios
(ROWAN e HARVEY, 1988). Nesta série de experimentos mais uma vez os resultados
reforcam a i1déia de que a PLA, MiDCALI seja uma neurotoxina pré-sindptica por exercer
um aumento seguido de diminui¢do significativos do conteddo quéntico (CQ) (TU, 1991).
Além disso, O aumento significativo do tamanho quantico (TQ) observado pode explicar o
aparecimento dos potenciais gigantes observados em ambas as concentracdes testadas
(HUBBARD et al. 1969). Fica claro que no caso da MiDCALI o efeito induzido na liberagao
espontanea estd interrelacionado aqueles observados na liberagdo evocada. Neste aspecto, o
aumento significativo das amplitudes dos PsPT poderia sugerir um bloqueio dos canais de
potéssio do terminal nervoso motor. Os dois principais tipos de canais de K* sdo os
voltagem-dependentes e os canais de K*-Ca™- ativados (Kca). O bloqueio dos K¢, 0s quais
estdo co-localizados com os canais Ca* voltagem-dependentes aumenta a liberacdo do
neurotransmissor de maneira mais rdpida do que somente o bloqueio de canais de K*
voltagem-dependentes (VATANPOUR e HARVEY, 1995). Além disso, os canais de K"
voltagem-dependentes promovem o disparo repetitivo dos potenciais evocados em um
unico estimulo, o que ndo ocorre quando se bloqueia os canais K, (VATANPOUR e

HARVEY, 1995).
Efeito sobre o potencial de acao composto do nervo ciatico de camundongo

A liberacdo de acetilcolina (ACh) nos terminais nervosos € um processo
altamente controlado que necessita da entrada precisa de Ca** nos terminais nervosos
através de canais de Ca'voltagem-dependentes (AUGUSTINE et al., 1987). Multiplos

subtipos de canais de Ca*? foram identificados baseados em suas caracteristicas
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farmacoldgicas, biofisicas e moleculares. Dessa forma, os canais de Ca™ anteriormente
denominados de L, T, N, P, Q e R. atualmente sdo nomeados de Cavl.1-1.4, Cav2.1-2.3,
Cav3.1-3.3 (ERTEL et al. 2000). Freqiientemente mais de um subtipo de canal de Ca*
coexiste no mesmo nervo terminal para controlar a liberacdo do neurotransmissor
(TURNER et al, 1993). A liberacdo de ACh de um nervo motor de mamifero maduro
depende fundamentalmente da entrada de Ca*” através dos canais de Ca™ do tipo P/Q
(PROTTI et al., 1996) e ndo através dos canais de Ca*™ do tipo N, os quais controlam a
liberacdo de acetilcolina de nervos motores de anfibios (SANO et al., 1987) e de aves

(de LUCA et al., 1991).

O controle da liberagdao de acetilcolina nos nervos motores requer nao sé uma
abertura precisa e rdpida dos canais de Ca*® nos terminais nervosos como também
mecanismos para o fechamento desses canais. Um desses mecanismos envolve a abertura
de canais de K* os quais retornam a membrana despolarizada ao potencial de repouso e
assim alterando o estado de abertura dos canais de Ca* voltagem-dependentes
(LINAS et al., 1981; AUGUSTINE, 1990). Até o momento trés tipos de correntes de K*
foram identificadas em terminais nervosos motores de mamiferos: uma corrente de K"
riapida voltagem-dependente, uma lenta e outra corrente de K*-Ca**-dependente
(MALLART 1985a; TABTI et al., 1989). Evidéncias sugerem que os canais de potdssio
calcio-ativados (K.,) estdo co-localizados com os canais de Ca™ voltagem-dependentes
atenuando a liberacdo do neurotransmissor por contribuir com a repolarizacdo da
membrana e, dessa forma, alterando o estado de abertura dos canais de Ca™

voltagem-dependentes (XU e ATCHISON, 1996).

Os resultados obtidos com a MiDCAI em preparagdo nervo cidtico de
camundongo sugerem que o aumento na amplitude do potencial de acdo composto (CAP)
induzido pela MiDCAI esteja intimamente relacionado ao bloqueio das correntes de K.
Corrobora esta idéia o aumento similar da amplitude obtido quando a 3,4-diaminopiridina
(3,4-DAP) foi testada na mesma preparacdo. Ainda € possivel sugerir que a PLA; ndo esteja
atuando em canais de potdssio voltagem-dependentes. Esta hipdtese torna-se mais evidente
pelo fato da ndo observagdo de pds-potenciais ou disparos repetitivos por estimulo quando

a toxina foi testada. Este efeito € claramente observado quando o potencial de agdo

Capitulo 1
175



composto ¢ elicitado na presenca de bloqueadores de canais de potéssio

voltagem-dependentes como a 4-AP ou 3,4 DAP (ENG et al., 1988).

No terminal nervoso de preparacdes neuromusculares, a fase final da eventual
falha na liberacdo do neurotransmissor foi descrita como sendo devido a uma hidrélise
enzimatica dos fosfolipidios dentro do terminal nervoso, resultando em uma inativagao do
mecanismo de liberacdo (LEE e HO, 1982). Porém, no presente protocolo de experimentos
com o potencial de agdo composto, acreditamos que a toxina estaria produzindo um
bloqueio por hiperpolarizagdo, o que levaria a uma diminui¢do gradativa da amplitude do
potencial de acdo similarmente ao que ocorre quando grandes concentragdes de 3,4-DAP
sao testadas (FLINK e ATCHISON, 2003). Outro indicativo para esta hipotese seria o
retardo no retorno a linha de base que foi observado em nos atuais experimentos, € que

também € indicativo de hiperpolarizacao (ENG et al., 1988).

Efeito sobre as correntes de Na* e K' registradas em neurdnios da raiz

dorsal

A andlise dos efeitos induzidos por neurotoxinas PLA, em canais i0nicos se
torna mais dificil porque muitos dos estudos realizados até hoje foram indiretamente
realizados em terminais nervosos motores (DREYER e PENNER, 1987; SCHIAVO et al.,
2000). Existem poucos estudos utilizando a técnica de patch-clamp na comprovacao desses
efeitos (PETERSEN et al.,1986). Além disso, a relacdo entre neurotoxicidade e atividade
PLA; nao foi esclarecida até o momento (SCHIAVO et al., 2000).

No sistema nervoso periférico, o corpo da célula neuronal reside no ganglio da
raiz dorsal, e projeta axonios que enervam alvos periféricos e centrais. Um diverso grupo de
canais i0nicos ligantes e voltagem-dependentes modificam estimulos indcuos e néxios
(nociceptivos) em despolarizacdes que sd@o conduzidas através dos axoOnios e finalmente
convertidas em liberacdo do neurotransmissor (RASBAND et al., 2001). Os neurdnios
ganglionares da raiz dorsal (DRG) sdo um grupo heterogéneo de neurOnios sensoriais
primdrios dentro de uma via somadtica e visceral (EVERILL et al., 1998). Em estudos de

correntes de K™ em neurdnios DRG a fase de repolarizacio do potencial de a¢do foi descrita
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como sendo modulada por correntes de K* voltagem-dependentes (SAFRANOV et al.,

1996).

No entanto, usando-se a técnica de cDNA, SCHOLZ et al. (1998) demonstram
a existéncia de uma determinada familia de canais de K*-Ca**-ativados em neurdnios DRG,

que sdo responsaveis pela falha da condugao durante a estimulacao repetitiva.

Como ja discutido acima, os efeitos induzidos pela PLA; MiDCAI em potencial
de acdo composto de nervo cidtico de camundongo sugerem que a toxina ndo esteja
bloqueando canais de K voltagem-depentendes (v.g. a ndo observagio de pds-potenciais

ou disparos repetitivos por um tnico impulso como observado em presenca de 3,4-DAP).

A liberagdo de acetilcolina no terminal nervoso motor € um processo altamente
controlado que requer a entrada de Ca®" através de canais de Ca™* voltagem-dependentes
dentro do terminal (AUGUSTINE et al., 1987). Assim, o controle da liberacdo de
acetilcolina nestes terminais requer ndo sé uma abertura rapida e precisa destes canais mas
também mecanismos para fechamento destes canais i0nicos. Um desses mecanismos
envolve a abertura de canais de K, os quais fazem com que a membrana despolarizada
retorne ao potencial de repouso e assim alterando o estado de abertura dos canais de Ca**-
voltagem-dependentes (LINAS et al., 1981). Trés tipos de correntes de K foram
identificadas no terminal nervoso motor de mamiferos: uma corrente de K'-voltagem
dependente lenta e uma rdpida e uma corrente de K' Ca+2—dependente (Kca)
(MALLART, 1985a). Evidéncias sugerem que os canais de K¢, estdo ndo sé co-localizados
com os canais de Ca*>- voltagem-dependentes nos terminais nervosos como também
participam atenuando a liberagdo do neurotransmissor por contribuir com a repolariza¢ao
da membrana, alterando assim o estado de abertura dos canais de Ca® voltagem-

dependentes (MALLART, 1985a).

Sendo assim, poder-se-ia sugerir que o bloqueio parcial das correntes de K*
induzido pela MiDCALI seja devido ao bloqueio de canais de K¢, € que este efeito seria o
responsavel pelo aumento da liberacdo do neurotransmissor. Uma afirmacdo mais precisa
viria de medidas das correntes de potdssio em neurdnios DRG realizadas em presenca de

e . 2 . . .o,
bloqueadores especificos de canais de K™-Ca**-ativados como as toxinas fosfolipasicas A,
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iberiotoxina (GALVEZ et al., 1990), caribdotoxina (ANDERSON et al., 1988) e apamina
(DREYER e PENNER, 1987).

Foi demonstrado também que o principal componente neurotéxico do veneno
da serpente Agkistrodon blomhoffi brevicaudus, a B-agkistrodotoxina (B-AgTx) também
desenvolve alteracdes eletrofisolégicas muito semelhantes as observadas com a MiDCAI
(v.g. efeito trifdsico na liberacdo espontanea e aumento seguido de diminui¢do na liberacao

fasica) (WU et al., 2002).

Além do efeito induzido em correntes de K" a MiDCAI também promoveu um
efeito secunddrio ndo significativo em correntes de sddio. Este resultado sugere um efeito
inespecifico da toxina nestes canais como, por exemplo, como aquele promovido por
anestésicos locais que também bloqueiam correntes de potdssio voltagem-ativadas
(KOMAI e McDOWELL, 2001) e at¢ mesmo como outras neurotoxinas PLA, que
demonstram diferentes atividades dependendo do tipo de preparacdo e concentracdo usada
(LEE e HO, 1982). Porém, ndo se pode descartar até 0 momento a contribuicao deste efeito
para a despolariza¢do observada em preparacdes neuromusculares de camundongo, ja que a

TTx foi capaz de impedir esta despolarizagdo.

As neurotoxinas que ligam-se a canais de sodio voltagem-ativados estdo
classificadas em pelo menos cinco classes distintas de acordo com o tipo de receptor de
ligacdo. Toxinas hidrofilicas como a tetrodoxina (TTx), saxitoxina (STx) e a-conustoxina
ligam-se a receptores do tipol. Neurotoxinas lipo-soliiveis como a batracotoxina (BTx),
veratrina, aconitina e graiatoxina ligam-se a receptores do tipo 2. Toxinas escorpidnicas do
tipo o e toxinas de anémonas marinhas ligam-se a receptores do tipo 3. Toxinas
escorpidnicas do tipo B ligam-se a receptores do tipo 4. Brevetoxinas lipo-soliveis e
ciguatoxinas ligam-se a receptores do tipo 5. Assim, as toxinas do tipo 2 agem ativando os

canais de Na', produzindo uma despolarizacdo persistente do potencial de membrana

(WANG e WANG, 2003).
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3.6- CONCLUSAO

Desta forma, os experimentos realizados até o momento com a neurotoxina
PLA, MiDCAI permitem sugerir que os efeitos neuromusculares desencadeados por esta
toxina se dariam principalmente ao nivel pré-sindptico. Além disso, o conjunto de acdes

observadas em preparacdes neuromusculares ocorre principalmente devido:

1- Ao bloqueio irreversivel de canais de potdssio na regido do terminal nervoso
motor fazendo com que haja um aumento no volume de acetilcolina liberado
promovendo uma despolarizacdo parcial dos receptores nicotinicos como
aquela observada com a PLA;-crotoxina (VITAL BRAZIL et al., 2000) e

também para outras neurotoxinas como a croroxina, taipoxina.

2- A ligagdo da toxina em canais de Na* gerando a ativagfo irreversivel desses
canais e conseqiiente despolarizagdo tanto no terminal quanto na fibra

muscular.

3- E que todos estes efeitos seriam PLA,-dependentes ja que alguns foram

C . . 2
inibidos com a retirada do Ca”* extracelular.
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Figura 13- Efeito da PLA, MiDCAI sobre a preparacdo biventer cervicis de
pintainho, sob estimulacdo elétrica indireta a 37 °C. Em A, o gréfico da
resposta contrdtil em funcdo do tempo, comparando a as preparagdes
tratadas com a toxina MiDCAI com o controle Krebs. Cada ponto
representa a média + erro padrdo de 6 experimentos. Em B, o registro
representativo da preparagdo em solucdo nutritiva de Krebs. Em C,
registro representativo da preparagdo tratada com MiDCAI 1.2 uM. Em
D, registro representativo da preparacao tratada com MiDCAI 2.4 uM. As
respostas 28 ACh (B 55 uM e ¢ 110 uM), ao CCh (@, 8 uM) e ao KCI (@,
20 mM) foram obtidas antes e apds a incubag¢do com a toxina. Note-se o
bloqueio da resposta a ACh mas ndo ao carbacol. * p<0,05 em
comparagdo com o controle.
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Figura 16- Efeito induzido pela toxina MiDCALI sobre a preparac¢ao nervo frénico-diafragma
de camundongo sob estimulacao elétrica indireta, a 37°C. Em A, o grafico da
resposta contratil em funcdo do tempo comparando as preparagdes tratadas com o
controle sem adicdo de toxina (solucdo de Tyrode). Em B, registro miografico
representativo da incubag¢do da neurotoxina MIDCAI 0.6 uM. Em C, registro
miografico representativo da incubagdo da toxina MiDCAI na concentragdo de 1.2
uM. Em D, registro miografico da toxina MiDCAI 2.4 uM. Cada ponto representa a
média + erro padrdo de 4 a 6 experimentos. L: lavagem *p<0,05 em comparacdo
com o controle Tyrode.
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Figura 18- Potenciais de membrana em repouso (diafragma de camundongo). Em
(A) gréfico representativo da despolarizacdao na regido de placa terminal.
Em (B) grifico demonstrativo da regido de fibra muscular. Note-se a
despolarizacdo tanto na regido de placa quanto na de fibra muscular apds a
exposicdo com diferentes concentracdes de MiDCAIL. No grifico cada
ponto representa a média * erro padrdo de 3-4 experimentos *p<0,05 em
comparacgdo do controle com as preparacdes tratadas.



Tabela 12- Parametros eletrofisiolégicos extraidos do potencial de acdo composto evocado em preparacao nervo ciatico de

camundongo. A toxina foi aplicada a temperatura ambiente por um periodo de 120 min.

Amplitude (mV) Laténcia (ms) Rise time (ms) Limiar (V)
Tempo 0 Fim da Tempo 0 Final da Tempo 0 Final da Tempo 0 Fim da
Tratamento (valores incubacao (valores incubacao (valores incubacao (valores incubacao
absolutos) (% tempo 0) absolutos) (% tempo 0) absolutos) (% tempo 0) absolutos) (% tempo 0)
Controle 3.53+1.03 93.96 + 0.03 14.68 +2.61 100.63 +0.5 0.324 + 0.13 109 £5.82 3.71+0.23 102.16 £4
MiDCAI (0.6 uM) 2.21+0.20 114.3+£2.83 11.74 £0.03 99.82 +0.17 0.493 + 0.09 103.24 £ 1.55 3.8+0.30 1009+ 0.8
MiDCAI (1.2 uM) 4.04 +£0.97 94.5+11.22 14.71 £2.82 83.5 +£13.87 0.248 +£0.02 120.74 £0.74 3.53+0.24 108.7+2
MiDCAI (2.4 uM) 6.13+£2.59 532+ 13.51 11.5+0.21 100.6 £ 0.34 0.576 +0.31 104.25 £3.45 4.16 £0.23 104.72 £2
3,4-DAP 320+ 1.7 1208+ 12.4 5.14+0.21 101.9 £5.30 0.615+0.11 87.80 £1.58 3.95+0.08 98.35+1
(10 uM)
Controle Ca™ 0 1.91+0.64 102.39+1.6 5.1+£2.34 97.92 £ 1.64 0.61+0.24 93.54 + 14.57 4.5+0.17 103.01 £2
MiDCAI
(0.6 uM) Ca*? 0 2.04+£0.08 116.234+6.6 8.55+2.4 100 + 0.61 0.68+ 0.06 82.48 £3.22 4.15+0.08 9996+ 14
MiDCAI
2.4 uM) 3.78+£1.72 28.12+6.24 7.4+233 100.9 £0.45 0.522+0.1 115..86 +2.2 423+1.14 103+£1.9
Ca™0

* significancia para p< 0,05
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4.1- REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1.1- Mecanismo de acao das a-neurotoxinas nos receptores nicotinicos da placa

terminal, no 6rgao elétrico de certos peixes e nas terminacdes neuronais

A fungdo bioldgica das neurotoxinas do veneno de serpentes € a de imobilizar a
presa em potencial e espécies predadoras. Os venenos das serpentes elapidicas (cobras,
kraits, mambas) contém varios polipeptideos do tipo a-neurotoxinas cujo alvo em comum
sd0 os receptores nicotinicos para acetilcolina do tipo muscular. Os receptores nicotinicos
da placa terminal ou do 6rgdo elétrico de certos peixes (v.g. Eletrophorus electricus, as
varias espécies de torpedo) podem ser ou bloqueados ou estabilizados em seu estado de alta

afinidade para antagonistas, isto é, dessensibilizados, por toxinas peptidicas.

As toxinas denominadas neurotoxinas pds-sindpticas, toxinas curaremiméticas
(KARLSSON, 1979) ou oa-neurotoxinas (CHIAPPINELLI, 1985) ligam-se com grande
seletividade ao receptor nicotinico da placa terminal ou do 6rgdo elétrico, impedindo a sua
interacdo com o neurotransmissor ¢ demais agonistas (LEE, 1970). Sao como o curare
antagonicos da acetilcolina (ENDO e TAMYIA, 1991). As neurotoxinas pds-sinapticas
cuja DLsy varia, regra geral, de 50 a 150 pg/kg em camundongo, sdo constituintes da
peconha de quase todas as serpentes da familia Elapidae (Elapinae e Hidrophiinae). Sdo
proteinas de pequeno peso molecular e elevado ponto isoelétrico, constituida por uma tnica
cadeia peptidica, interligada por pontes dissulfidicas. Como ja citado, estas neurotoxinas
ligam-se com alta afinidade e especificamente aos sitios de ligacdo da acetilcolina nos
receptores para acetilcolina do mdsculo esquelético, com Kp 10" a 10 mol/l
(CHANGEAUX et al., 1970). O receptor nicotinico do musculo esquelético € uma proteina
heteropentamérica consistindo de cinco subunidades de membrana com a estequiometria de
2al, 1B1, 1y e 15 (SAEZ-BRIONES et al.,1999, PATERSON e NORDBERG, 2000). O
receptor consiste de dois sitios de ligagdo para acetilcolina localizados na interface entre as
cadeias al e ye al e o (SAEZ—BRIONES et al., 1999; PEDERSEN e COHEN, 1990).
Dado que estes sitios de ligagc@o interagem de uma maneira cooperativa positiva, por ocupar
um ou ambos os sitios, as neurotoxinas de serpentes inibem a abertura do canal i6nico

associada ao receptor em resposta aos agonistas colinérgicos (PATERSON e NORDBERG,
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2000). Assim, as o-neurotoxinas bloqueiam a transmissdo nicotinica no musculo

esquelético e causam a paralisia da presa.

Em contraste com as [-neurotoxinas as o-neurotoxinas s3ao somente
encontradas nos venenos de serpentes das familias Elapidae e Hidrofidae. Mais de 100

neurotoxinas pOs-sindpticas foram isoladas e seqiienciadas (ENDO e TAMYIA, 1991).

Dependendo da sua seqiiéncia, as neurotoxinas pds-sindpticas sdo subdivididas
em neurotoxinas de cadeia curta ou longa (DUFTON e HARVEY, 1989). As neurotoxinas
de cadeia longa possuem de 66-74 residuos de aminodcidos e comumente cinco pontes de
dissulfeto. Enquanto as posicdes de quatro pontes de dissulfeto sdo comuns em ambas
neurotoxinas de cadeia longa ou curta, uma ponte de dissulfeto extra € encontrada nas de
cadeia longa é geralmente localizada entre a as posi¢des Cys-30 e Cys-34 (ENDO e
TAMYIA, 1991). O bloqueio neuromuscular induzido pelas neurotoxinas pds-sindpticas se
estabelece lentamente e bem mais lentamente no caso de neurotoxinas de cadeia longa
(KARLSSON, 1979). Por outro lado, a acdo, regra geral, das neurotoxinas curtas €
lentamente reversivel pela lavagem da preparacdo com solu¢@o nutritiva adicionada ou ndo
de neostigmina enquanto as das longas é irreversivel nessas condi¢des. Contudo, ha
excecoes, pois a reversibilidade depende também da preparagao neuromuscular empregada:
a neurotoxina A da peconha de Naja naja da India, apesar de longa, produz bloqueio
reversivel na preparacdo cidtico-musculo sartério de Rana tigrina enquanto as curtas
(cobratoxina, erabutoxinas a € b), como as longas (toxina A, a-bungarotoxina) provocam
bloqueio irreversivel na preparagdo nervo-musculo biventer cervicis de pintainhos
(LEE et al., 1972). O bloqueio induzido pela peconha de Micrurus frontalis de exemplares
do Estado de Sao Paulo, na preparacdo nervo frénico-diafragma de rato, também ¢€
reversivel. Contudo, inibe irreversivelmente a acdo contraturante da acetilcolina na
preparacdao hemidiafragma cronicamente desnervado de rato. A ligacdo neurotoxina-
receptor requer alteracdes conformacionais importantes das neurotoxinas. Apesar dessa
forte ligacdo com o receptor, o bloqueio produzido pelas neurotoxinas curaremiméticas,
quando reversivel, € antagonizado pela neostigmina, em particular no pombo, cdo e macaco
(cebus sp) (VITAL-BRAZIL et al., 1976). Até recentemente a maior diferenca funcional

entre os dois tipos de o-neurotoxinas era a cinética de associacdo e dissociacdo com O
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receptor nicotinico do miusculo esquelético (TSETLIN, 1999). Mostrou-se que as
neurotoxinas de cadeia curta tendem a se associar com o receptor aproximadamente de seis
a sete vezes mais rdpido e se dissociar de cinco a nove vezes mais rdpido do que as
neurotoxinas de cadeia longa (CHICHEPORTICHE et al., 1975). Entretanto, também foi
demonstrado que as a-neurotoxinas de cadeia longa ligam-se aos receptores nicotinicos
neuronais do tipo a7 com afinidade maior do que as neurotoxinas de cadeia curta
(SERVENT et al., 1997). Apesar da auséncia de uma ponte dissulfidica extra a neurotoxina
de Laticauda colubrina é considerada uma neurotoxina de cadeia longa baseado na sua alta
homologia na seqiiéncia de aminodcidos com outras neurotoxinas de cadeia longa
(SERVENT et al.,, 1997). Entretanto, funcionalmente ela se comporta como uma
neurotoxina de cadeia curta em nivel dos receptores nicotinicos neuronais do tipo o7
(SERVENT et al, 1997). Assim, a classificacio funcional das a-neurotoxinas requer uma
caracteriza¢cdo farmacoldgica em ambos os receptores nicotinicos do misculo esquelético e

neuronais.

Muitos dos residuos de aminoacidos da erabutoxina, uma neurotoxina de cadeia
curta da serpente marinha Laticauda semifasciata , € que sdo necessdrios para a ligacao de
alta afinidade aos receptores nicotinicos do miusculo esquelético ja foram identificados.
Usando-se mutagénese sitio-direcionada, mostrou-se que alteragdes em qualquer um dos
Ser-8, Lys-27, Trp-29, Asp-31 ou Arg-33 diminuem muito a afinidade de ligacdo da toxina
(PILLET et al., 1993). Em adi¢do a estes residuos de aminodcidos GLn-7, GLn-10, Glu-38
e Lys-47 da erabutoxina mostraram-se importantes para a ligacdo de alta afinidade ao
receptor nicotinico do miisculo esquelético (TREMEAU et al., 1995). Entretanto, parece
que residuos especificos de aminodcidos de todos os trés loops da erabutoxina contribuem
para o sitio funcional, incluindo aqueles residuos variantes e invariantes. Sugeriu-se que 0s
residuos invariantes formam um centro funcional, enquanto os residuos variantes permitem
a ligacdo de alta especificidade relativa ao tipo de presa (TREMEAU et al., 1995). Apesar
de mais de 100 neurotoxinas terem sido isoladas e seqiienciadas, apenas algumas foram
extensiva e farmacologicamente caracterizadas. Muitas toxinas foram caracterizadas como
pos-sindpticas por meio da sua seqiiéncia de aminoédcidos e/ou a observagdo da paralisia

flacida em camundongos. Enquanto no passado as neurotoxinas foram caracterizadas por
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estudos de DLsp, isto se tornou mais dificil de se realizar atualmente por razdes Gbvias
regulatorias e éticas. Outros estudos foram realizados usando-se a técnica de binding em
receptor nicotinico ligado a membrana do 6rgdo elétrico de Torpedo (CHICHEPORTICHE
et al., 1975; GONG et al., 1999). Enquanto estes ensaios provém importante informagao
quanto a ligacdo aos receptores pelas neurotoxinas pds-sindpticas, ndo se é possivel
determinar se a neurotoxina € um agonista ou um antagonista do receptor nicotinico.
Entretanto, a atividade agonista ou antagonista pode ser determinada in vitro usando-se
preparagdes neuromusculares. Como ja foi descrito, tanto a preparacdo nervo
frénico-diafragma de camundongo quanto a de biventer cervicis de pintainho foram usadas
extensivamente para determinar a neurotoxicidade dos venenos de serpentes
(HARVEY et al., 1994; CRACHI et al., 1999; WIKRAMARATNA e HODGSON, 2001).
Todavia, apesar da preparagcdo biventer cercicis de pintainho conter fibras musculares de
inervacdo multipla e portanto serem capazes de responder a acdes exdgenas agonistas, estas
ou outras preparacdes nao foram usadas para se determinar o valor pA, das neurotoxinas
pOs-sindpticas. Isto se da provavelmente ao fato amplamente conhecido de que a maioria
das neurotoxinas pds-sindpticas de venenos de serpentes, especialmente as neurotoxinas de
cadeia longa, apresentam um biding quase que irreversivel ao receptor nicotinico do
musculo esquelético (CHICHEPORTICHE et al., 1975). Ficou demonstrado que no
pseudo-antagonismo irreversivel demonstrado por muitas neurotoxinas pds-sindpticas, a
andlise do plot de Shild das curvas de concentragdo-resposta na presenca dessas
neurotoxinas € invdlida. Entretanto o método modificado de Lew e Angus pode ser usado
para gerar uma estimag¢ao confidvel do valor de pA; nestes casos (LEW e ANGUS, 1995).
Em adi¢do, considerando-se a natureza pseudo-antagonistica irreversivel das neurotoxinas
de serpentes, poder-se-ia questionar a propriedade de nomear estas neurotoxinas como

toxinas curare-miméticas.

4.1.2. As a-neurotoxinas do tipo trés dedos

A familia das neurotoxinas pds-sindpticas do tipo trés dedos é caracterizada por
uma base formada por trés loops adjacentes que emergem de um centro pequeno, globular e

hidrofébico o qual € interligado por quatro pontes de dissulfeto conservadas (TSETLIN,
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1999). A neurotoxina é uma molécula plana em forma de folha com uma leve concavidade,
o plano sendo determinado por uma extensa folha do tipo B em multi-camadas
(TSETLIN, 1999). Além disso, a pasta dos trés dedos € também susceptivel a uma
variedade de desvios aparentes e subitos como o nimero de camadas 3 presentes, tamanho
do loop e calda C-terminal bem como curvas e voltas de vérios loops os quais exercem
grande significdncia com respeito em relacdo a fungao e seletividade dos alvos moleculares.
Portanto, apesar da prega geral, as toxinas do tipo trés dedos demonstram um variado range
de atividades farmacoldgicas incluindo neurotoxicidade central e periférica, citotoxicidade,
cardiotoxicidade, inibi¢do enzimética como as da acetilcolinesterase, efeitos hipotensivos e
agregacdo plaquetdria (NIRTHAN et al., 2003). Entretanto, foi proposto que a plataforma
das toxinas do tipo trés dedos € usada pela serpente como suporte para diferentes
combinagdes de grupos funcionais, gerando uma variedade de alvos especificos. Pode
parecer que as serpentes aderem a uma politica de economia estrutural por utilizar um
nimero limitado de moldes moleculares para obter uma extraordindria diversidade

funcional.

4.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

Nesta fase do projeto os objetivos principais foram identificar, purificar e
caracterizar bioquimica e farmacologicamente os componentes neurotdxicos do veneno

total desprovidos de atividade PLA; usando-se:

a) equipamento de cromatografia liquida para a separacdo, extracdo e

purificacdo dos componentes do veneno total;
b) técnica de eletroforese para a comprovacdo da pureza dos compostos;
¢) medida da atividade fosfolipasica A,.

d) técnica miograficas usando-se a preparacdo nervo frénico-diafragma de

camundongo para a caracteriza¢ao farmacolégica;
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e) técnica eletrofisiolégica em preparacdo diafragma de camundongo para a
medida do potencial de membrana em repouso para a determinacdo da

capacidade despolarizante ou adespolarizante das fracdes em estudo.

4.3- MATERIAL E METODOS
e Animais

Camundongos machos da linhagem Swiss, pesando entre 25 e 30 g, foram
fornecidos pelo Centro de Bioterismo da Unicamp. Pintainhos da linhagem HY LINE W36,
com peso entre 40 e 50 g (4-10 dias), fornecidos pela Granja Ito S/A (Sumaré-SP). Os
animais foram alojados a 25 + 2°C com livre acesso a dgua e racdo (Projeto aprovado pela

Comissdo de Etica na Experimentacio Animal n° 304-2).
e Veneno

O veneno de Micrurus dumerilii carinicauda foi adquirido da Sigma Chemical

Co. (St. Louis, MO, USA).
¢ Solucio nutritiva

Nos experimentos com a preparagdo nervo frénico-diafragma de camundongo
foi usada a solugdo de Tyrode com a seguinte composi¢do (mM): NaCl 137; KCl 2,7;
CaCl, 1,8; MgCl, 0,49; NaH,PO,4 0,42; NaHCO; 11,9 e glicose. Nos experimentos em
preparacdo biventer cervicis de pintainho foi usada a solucdo de Krebs de composi¢dao

(mM): NaCl 136; KC1 5; CaCl, 2.5; NaHCO; 23.8; MgSO4 1.2; KH,PO4 1.2 e glicose 11.

Purificacdo das sufracdoes neurotoxicas F6 e F7 do veneno de Micrurus

dumerilii carinicauda
e Preparo do veneno

O veneno de M. d. carinicauda foi dissolvido em 40 ul de bicarbonato de
amoOnio completando-se o volume para 100 pul com ATF 0,1% e centrifugado (14.000 g, 3
min, 4 °C) para remover material insolivel. O sobrenadante claro foi usado para

cromatografia.
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¢ Cromatografia em HPLC de coluna fase reversa Sephasil Peptide C18

Usando-se uma coluna do tipo Sephasil Peptide C18 5 um St 4.6/250
(Amersham Pharmacia Biotech), o veneno de M. d. carinicauda foi aplicado a coluna pré-
equilibrada com ATF (0,1%). O material foi eluido com um gradiente linear (0-65%) de
acetonitrila 66% em ATF 0,1%. Em todos os ensaios, o perfil de elui¢do foi monitorado a
214 e 280 nm. As fracOes resultantes foram liofilizadas e testadas em sua atividade

bioldgica.
¢ Cromatografia em HPLC de coluna Fase Reversa de Alta Eficiéncia

Para verificar a pureza dos picos de interesse eluidos na cromatografia do
veneno total em coluna do tipo Sephasil Peptide C18 5 um St 4.6/250, bem como o grau de
hidrofobicidade destas proteinas, utilizou-se o equipamento Waters HPLC modelo PDA,
equipado com duas bombas Waters mod. 510, com injetor automatico de amostra Waters
modelo U6K e uma coluna C18/uBondapack 3.9 x 300 mm. Para esta cromatografia
utilizou-se um gradiente descontinuo de 0 a 100% de solucdo de acetonitrila 66% em 0,1%
de 4cido trifluoroacético pH 2,5. As amostras foram monitoradas a 220 nm e em seguida

liofilizadas.
e Concentracio protéica

As concentragdes protéicas, tanto das solucdes de veneno total quanto das
fracdes cromatogréficas, foram determinadas baseando-se na absorbancia a 280 nm em
espectrofotometro Uvikon 810 (Kotron Instruments). Neste caso, uma Azgonm de 1,0
(em cubeta de 1 cm) corresponde a concentragdao de 1,0 mg/ml. A dosagem de proteinas
também foi feita utilizando-se o método descrito por LOWRY et al., 1951. A amostra com
solugdo de proteina foi diluida oito vezes em volume final de 200 pl e incubada a
temperatura ambiente por 10 min com 1 ml de reagente cuproalcalino, constituido de
solucdo A (carbonato de sédio 2% em NaOH 0,1 N, p/v), solucdo B1 (sulfato de cobre 1%
em HyO, p/v) e da solugdo B2 (tartarato de sédio e potédssio 2% em H,O, p/v) na propor¢ao

de 100:1:1 v/v, respectivamente.
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Em seguida foram adicionados 50 pl de reagente de Folin (Merck), deixando-se
por 30 min em temperatura ambiente na auséncia de luz. Posteriormente foi lida
absorbancia a 660 nm. A concentracdo de proteina foi determinada usando curva-padrio de

soro albumina bovina, com concentracdes de 0 a 400 pg/ml.

o Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada segundo LAEMMLI
(1970). Os géis de poliacrilamida foram feitos de modo descontinuo, apresentando um gel
de concentracdo de 5% e gel de corrida de 12,5%, preparados a partir de uma solucao de
acrilamida estoque a 30% e N,N, metileno-bisacrilamida a 0,8% (Bio Rad Labs.
Richimond, CA, USA) dissolvidos em 4gua deionizada pelo sistema Milli-Q (mllipore-
Waters Co.).

O gel de corrida foi preparado utilizando-se o tampao Tris-HCI (1,5 M-pH 8§,8)
contendo 0,2% de SDS para solubilizacio das amostras, 0,1% de N-N-N-N-
Tetrametilediamina (TEMED) e 0,01% de persulfato de amonio para polimerizacdo. Apds a
polimerizacdo deste foi preparado o gel superior (gel de concentracdo) com 5% de
acrilamida em tampao Tris-HCI 1M, ph 6,8; 0,2 % de SDS, 0,1% de TEMED e 0,01% de

persulfato de amonio.

As amostras (20 a 50 pg de proteina) foram diluidas no tampao de amostra
(Tris-HCI 0,08 M pH 6,8, adicionando-se 2% de SDS mais 10% de glicerol e 1% de azul de
bromofenol. A reducdo das amostras foi feita com DDT (Sigma), numa concentragao final

de 0,1 M.

A eletroforese SDS-PAGE foi realizada em sistema duplo de placas “SE 250
Might Small II” (HoeferScientific instruments), em tampao de corrida (Tris-HCI, 0,025M,
glicina 0,192 M com SDS a 0,1% pH 8,3) a voltagem inicial de 60 Volts até a entrada da
proteina no gel de corrida e posteriormente de 100 Volts. Foram usados como padrdo os
seguintes marcadores de massa molecular, obtidos da Sigma: fosforilase b (97000 kDa),
Albumina (66000 kDa), Ovalbumina (45000 kDa), Anidrase carbdnica (30000 kDa),
Inibidor de Tripsina (20100 kDa) e a-lactalbumina (14400 kDa).
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-Coloracao das proteinas por prata

As solugdes foram preparadas imediatamente antes do uso e utilizadas
seqliencialmente, conforme descrito a seguir: Solu¢do fixadora (50%) metanol, (12%) acido
acético e (0,028%) formaldeido por 12 h; 50/5 etanol, 3 x 20 min, solu¢do de sensibilizacao
(0,2/5 tiossulfato de sédio) por 1 min. DdH20, 3 x 20s; solucdo de impregnacao (0,2% de
nitrato de prata, 0,028% formaldeido) por 20 min; ddH2O, 3 x 20s; solucao reveladora (6%
de carbonato de sodio, 0,4% de tiossulfato de sédio; 0,018% formaldeido) até o

aparecimento dos pontos, solu¢do de paralisacio (5% de 4cido acético) por 10 min.
¢ Analise de aminoacidos

Os aminodcidos foram separados e analisados por HPLC de fase reversa com
seu derivado OPA (ortofitalldeido), baseado no método descrito por JARRET et al., (1986).
Uma coluna Spherisorb ODS-2 (Smm, 4 x 250 mm) foi usada e eluida a 0,8 ml/min em um
gradiente linear formado por solucdes de 65% de metanol e tampao fosfato pH 7,25m
(50 mM de 4gua). O gradiente aumentou a propor¢do de 65% de metanol, de 20 a 60%
entre 0 a 25 min, 60 a 75% de 25 a 31 min, e 75 a 100% de 31 a 50 min. O efluente da
coluna foi monitorado por um detetor de fluorescéncia Shimadzu (modelo RF350)
operando com um comprimento de onda de excitacdo de 250 nm e um comprimento de
onda de emissdo de 480 nm. Para a andlise dos amindcidos Pro e Cys foi utilizado um
sistema Acc-Tag da Waters adaptado para a coluna usada para OPA. O padrio de

aminodcidos usado foi o S-18 da Sigma.
e Determinacao da atividade fosfolipasica

A determinacdo da atividade fosfolipdsica foi realizada segundo o método
descrito por CHO e KEZDY (1991) e HOLZER ¢ MACKESSY (1996). O substrato foi
acido 4-nitro-3(octanoiloxi) benzdico. Foram utilizadas amostras com uma concentragio de
0,1 mg/ml de amostra, no caso do veneno e fragdes. As amostras foram incubadas junto
com o substrato, tampao de reacdo (Tris-HC1 0,1 M, Ca™ 0,01 M, pH 8) por 30 min. Apds
o tempo de incubacdo, a reagdo enzimdtica foi lida em um leitor de placas de 96 pocos

(SpectraMax 340 Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA) 425 nm.
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Caracterizaciao farmacologica das subfracées neurotoxicas Fé6 e F7
e Preparacio nervo frénico-diafragma de camundongo

Camundongos foram anestesiados por via intraperitoneal com hidrato de cloral
(300 mg/kg) e posteriormente exsanguinados. Apds a dissecagdo para a retirada do
hemidiafragma esquerdo e direito e isolamento dos nervos frénicos correspondentes
(BULBRING, 1946), as preparacdes foram banhadas em solucdo nutritiva de Tyrode
(pH 7,5) areada com carbogénio (mistura de 95% de O, e 5% de CO,; pH 7,5) a 37°C.
Cada segmento do hemidiafragma foi fixado em uma cuba com capacidade para 5 ml,
preenchida com solucdo nutritiva. O musculo diafragma foi mantido, por sua porcao
tendinosa, sob tensdo constante de 5 g. O nervo frénico ficou sobreposto a um eletrodo de
platina que se manteve em contato com a superficie da solu¢do nutritiva. O transdutor
isométrico (BG-50 g) foi acoplado a um fisiégrafo (Gould RS 3400). A preparagdo, entao,
foi estimulada indiretamente, através do nervo frénico, e diretamente (estimulador Grass S
48), usando-se estimulos supramaximais e freqiiéncia de 0,1 Hz e 0,2 ms para estimulos
indiretos e 2ms de duragdo para estimulos diretos. Apds o registro em condi¢des-controle e
a verificacdo do perfeito estado da preparacdo, foram adicionadas as fracdes para a

observacgao dos seus efeitos.
¢ Estudo eletrofisiologico

O registro do potencial de membrana (PR) foi feito em preparacdao nervo
frénico-diafragma de camundongo). A preparagdo com sua face tordcica voltada para cima
(hemidiafragma esquerdo), foi fixada horizontalmente por meio de alfinetes entomoldgicos,
em cuba revestida de resina e silicone, (“Dow Corning-Sylgard”). A cuba foi preenchida
com 2 ml de solu¢do de Tyrode de composi¢do ja descrita e a preparacdo mantida a
temperatura ambiente e areada com o borbulhamento de carbogénio (mistura de 95% Ose
5% CO,). Para a observagcdao dos parametros eletrofisioldgicos, a cuba foi colocada na
platina de microscépio estereoscopico (WILD M7 S-SWITZERLAND) com capacidade

para aumentos de até 40 vezes.

Foi usada a técnica convencional de registro com microeletrodo
(FATT e KATZ, 1951). Os microeletrodos de vidro, preparados com o auxilio do Vertical
Pipete Puller (modelo 700 D-David Kopf Instruments; CA, USA), foram preenchidos com
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KCl 3 M, tendo uma resisténcia entre 15-25 MQ. As micropipetas foram introduzidas
intracelularmente (seis leituras em regides distintas) sobre as fibras musculares superficiais,
com o auxilio de micromanipulador Leitz, para a medida do potencial de repouso (PR) e
captacdo dos potenciais em de placa terminal em miniatura (PPTM). O eletrodo indiferente
constitui-se de um fio de platina. Os biopotenciais foram obtidos por intermédio de um
amplificador de sinais (Getting Microelectrode Amplifier, MA, USA) e observados em
osciloscépio Tektronix. Os registros foram feitos em um microcomputador (Microtec, Sao
Paulo, SP) carregado com um software para aquisi¢ao de dados (AgDADOS, Lynx, Sao
Paulo, SP). O computador munido de uma placa conversora A/D € capaz de digitalizar os

biopotenciais e grava-los para posterior andlise.
e Registro do potencial de membrana

Para a medida do potencial de repouso das fibras musculares, os microeletrodos
foram inseridos intracelularmente sobre as fibras musculares superficiais, com o auxilio do
microscopio, fazendo-se a medida do deslocamento vertical sofrido pelo feixe no
osciloscépio, no momento da inser¢do. Além disso, o potencial de membrana foi
monitorado digitalmente por meio do software ja descrito. O mesmo procedimento foi
repetido em seis fibras distintas em periodo nao superior a um minuto, calculando-se a
média aritmética e o erro padrdo. O estudo dos efeitos induzidos pelas fragdes sobre o
potencial de repouso da fibra muscular foi feito nos tempos ty (controle), ts, tio, tis. t30, 6o,

too, ti2o min e apds a lavagem da preparacgao.

4.4- RESULTADOS

Estudo bioquimico

4.4.1- Ensaio cromatografico em HPLC de coluna fase reversa Sephasil Peptide
C18

O veneno total foi dissolvido em 40 pl de bicarbonato de amonio completando-
se o volume para 100 ul com ATF 0,1% (Solvente A), centrifugado, descartando-se o

precipitado e usando-se o sobrenadante. Em seguida foi eluido, usando-se um gradiente
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linear de ACTH 66% em 0,1% de ATF (Solvente B). Foram obtidos 22 picos principais
(Figura. 27). A atividade farmacoldgica sobre a jun¢@o neuromuscular foi evidenciada nos
picos 6, 7 e 16. Os picos 6 € 7 ndo mostraram atividade fosfolipdsica A,. Porém quando
testados individualmente (5 pg/ml) em preparacdo NFD de camundongo, observou-se uma

maior poténcia (4x) em causar bloqueio da neurotransmissdo comparada a do veneno total

(Figura 29).
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Figura 27- Perfil cromatografico obtido do fracionamento do veneno de M. d.
carinicauda em coluna Sephasil Peptide C 18 5 um ST 4.6/250 eluido em
gradiente linear do tampao B (ACTH 66 % em ATF 0,1%) com o tampao A
(ATF 0,1 %). Note-se a obtengdo de 22 picos principais. * atividade

neurotoxica.
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4.4.2- Concentracao protéica por Lowry

e 0.8 y = 0,0054x + 0,0978

£ 06 R®=0,9845

S 0,4-

B

. 0,2 -

0 T T T T T
0 20 40 60 80 100
[BSA] ul

Amostras Média |Branco |Med (-) Br |Resultado
F6 0,224 10,217 0,2205 10,062 0,1585 22,7 ug/20ul
F7 0,084 10,089 0,0865 10,062 0,0245 2,1 ug/20ul
MiDCAI 0,367 0,381 0,3740 10,062 0,3120 51,1 ug/20ul

Figura 28- Grafico da concentracao protéica por Lowry. [BSA]: bovine serum

albumine.
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Figura 29- Registro miografico representativo da incubacio das subfracoes obtidas do
veneno de M. d. carinicauda em preparacio nervo frénico-diafragma de
camundongo estimulada indiretamente (0,1 Hz, 0,2 ms). Em A, efeito induzido
pelo pico 6 (5 pg/ml). Em B, efeito induzido pelo pico 7 (5 pg/ml). Em C perfil

miografico do veneno total (20 ug/ml). T: toxina; L: lavagem; VT: veneno total.
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4.4.3- Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE)

O veneno total e suas subfracdes F6 e F7 foram submetidos a andlise do perfil
de massa aparente em gel de poliacrilamida a 12,5 %, com SDS, como descrito em Material
e Métodos. O gel foi corado com prata e as fragcdes F6 e F7 apresentaram uma unica

banda com aproximadamente 14 kDa cada em condi¢des ndo redutoras (Figura 30).
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Figura 30- Eletroforese em gel de poliacrilamida a 12,5%, na presenca de SDS, do
veneno total e das subfracoes neurotoxicas F6 e F7. A subfragoes foram
obtidas através da cromatografia do veneno total de M. d. carinicauda em
coluna Sephasil Peptide C 18 5 um ST 4.6/250 eluido em gradiente linear do
tampao B (ACTH 66 % em ATF 0,1%) com o tampao A (ATF 0,1 %). VT:
veneno total; MK: marcadores de massa molecular descritos em Material e

Métodos.
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4.4.4- Analise de aminoacidos

As subfracdes ativas F6 e F7 foram submetidas a hidrélise acida (HCl 6N) e a
derivatizacdo para obtencdo da composicao global de aminodcidos que € mostrada nas
Tabelas 13 e 14. O peso molecular calculado é de 13708 para a F6 e 13933 para a F7 que
estdo proximos ao resultado, determinado em gel de poliacrilamida. A andlise da
composi¢do global de aminodcidos evidenciou uma alta presenca de Gly, Thr, Pro, Ile, Ala
e Asp para ambas as proteinas em comparacdo com outros residuos. Nao foram
determinados residuos de triptofano pelo processo empregado e outros testes como o de

fluorescéncia nao foram utilizados.

Tabela 13- Composi¢ao de aminoacidos da neurotoxina F6, isolada a partir do veneno
total de M. d. carinicauda. A composi¢ao é expressa em moles de residuo por moles de
proteina e expressa como porcentagem molar. n.d: significa ndo determinado; PM Aa:

peso molecular de cada aminoédcido; PM: peso molecular total de cada aminoécido.

Fe % PM Aa PM
Asp 13 8,57 133 1496
Glu 6 2,84 147 775
Ser 7 5,36 105 610
Gly 21 14,21 75 1198
His 0 0 155 0
Arg 6 4,12 174 937
Thr 14 7,06 119 1556
Ala 10 8,13 89 711
Pro 19 16,76 115 1845
Tyr 2 2,00 181 228
Val 6 5,28 117 979
Met 1 0,86 149 131
Cys 0 0 121 0
Ile 13 10,60 131 1341
Leu 3 2,13 131 340
Phe 7 6,15 165 1030
Lys 4 591 146 513
Trp 0 n.d. 204 0
Total 132 13708
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Tabela 14- Composicao de aminoacidos da neurotoxina F7, isolada a partir do veneno
total de M. d. carinicauda. A composi¢io é expressa em moles de residuo por moles de
proteina e expressa como porcentagem molar. n.d: significa ndo determinado; PM Aa:

peso molecular de cada aminoédcido; PM: peso molecular total de cada aminoécido.

F7 % PM Aa PM
Asp 9 5,94 133 1036
Glu 4 2,02 147 517
Ser 8 5,60 105 697
Gly 25 16,41 75 1427
His 0 0 155 0
Arg 7 4,81 174 1093
Thr 18 8,78 119 2000
Ala 9 7,42 89 640
Pro 18 15,48 115 1748
Tyr 3 2,79 181 342
Val 9 7,55 117 1468
Met 0 0 149 0
Cys 0 0 121 0
Ile 6 4,54 131 619
Leu 5 3,82 131 566
Phe 5 4,25 165 736
Lys 8 10,31 146 1026
Trp 0 n.d. 204 0
Total 134 13933
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Caracterizacao farmacoldgica das subfracoes F6 e F7
Estudo miografico

4.4.5- Preparacio nervo frénico-diafragma de camundongo
Estimulacio elétrica indireta

A incubagdo da preparacdo com o pico 6 (5 pg/ml) a 37 °C causou uma
diminui¢cdo gradativa da for¢a de contracdo muscular até a sua inibicdo completa. Nesta
concentracdo observou-se um bloqueio de 50 % da resposta contritil em 18 + 3 min e
bloqueio de 100% em 50 + 2 min de observacdao (n=4, p<0,05). Sucessivas lavagens da
preparacdo ndo reverteram o bloqueio instalado e nem mesmo a aplicacdo de neostigmina
(6 uM) (nao mostrado) e 3,4-diaminopiridina (3,4-DAP, 10 uM) mostraram-se eficazes em

reverter os bloqueios neuromusculares induzidos (Figura 31).

Da mesma forma o pico 7 ensaiado a 37°C (5 pg/ml) demonstrou a mesma
poténcia em bloquear a juncdo neuromuscular de camundongo. Neste caso o bloqueio de
50% foi obtido aos 17 £ 3 min e alcancou 100 % de bloqueio aos 65 = 3 min de observagao
(n=4, p<0,05). Sucessivas lavagens e neostigmina (6 uM) (ndo mostrado) também foram
ineficazes em reverter o bloqueio. Porém, 3,4-DAP (10 uM) reverteu parcialmente o

bloqueio neuromuscular (15 £ 2%) (Figura 31).
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Figura 31- Registros miograficos representativos da incubacdo das subfracoes
neurotoxicas F6 e F7 em preparacao nervo frénico-diafragma de
camundongo sob estimula¢do indireta e direta a 37°C. Estimulos indiretos
foram dados a 1Hz e 0,2 ms e os diretos a 1Hz e 2 ms. Em (A), o grifico da
resposta contratil em funcdo do tempo comparando as preparacodes tratadas
com o controle Tyrode. E (B), registro miografico representativo da
incubacdo da toxina F6 (5 pg/ml). Em (C), registro miogréfico
representativo da incubagdo da toxina F7 (5 pg/ml). Cada ponto representa a
média + erro padrdo de 4 experimentos. *p<0,05; L: lavagem; 3,4-DAP:
3,4-diaminopiridina (10 pM); E.D.: estimulacdo direta; E.I.: estimulacdo
indireta.
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Estudo eletrofisiologico
4.4.6- Medidas do potencial de membrana em repouso

As medidas do PR de preparacdes nervo frénico-diafragma de camundongo em
solucdo nutritiva (controle Tyrode) e de preparacdes incubadas com as subfracdes F6 e F7
foram obtidas nos tempos (t) to, ts, tio, tis, t30, teo, too, tizo Na regido da placa terminal e
distante dela (fibra muscular) O tempo de observacdo adotado esta relacionado ao tempo de

observacgdo usado nos experimentos miograficos.

1. Tyrode (n=3): preparagdes controle comportaram-se de modo homogéneo
mantendo os valores dos PR ao longo de 120 min, dentro do esperado (-80 *

0.3 mV).

2. F6-F7 5 pg/ml (n=3): as preparagdes incubadas com as subfracdes F6-F7
quando comparadas ao controle Tyrode ndo induziram alteracdes dos
valores do PM somente em ambas as regides pesquisada durante 120 min de

observacdo: placa (RP) e fora de placa (FP) (Figura 32).
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Figura. 32- Efeito induzido pelo pool das neurotoxinas F6-F7 (5 pg/ml) sobre o
potencial de membrana da placa motora e da fibra muscular em preparacdo
nervo frénico-diafragma de camundongo. Note-se que ndo hd alteragdo no
potencial de membrana. O gréfico representa a média + erro padrdao de trés

experimentos.
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4.5- DISCUSSAO

Os venenos de Micrurus fulvius e Micrurus nigrocinctus que sao serpentes
corais da América Central e América do Norte, respectivamente, deprimem as respostas a
estimulagcdo elétrica direta do misculo e despolarizam a membrana da fibra muscular
(WEIS e MCISAAC, 1971; GOULARTE et al., 1995). Em contraste, os venenos das
serpentes corais sul-americanas M. lemniscatus, M. frontalis € M. corallinus nao alteram a
forca de contracdo muscular em resposta a estimulos diretos (VITAL BRAZIL et al, 1976)
nem o potencial de membrana de preparacdes neuromusculares (VITAL BRAZIL e

FONTANA, 1984).

As o-neurotoxinas ou toxinas pds-sindpticas sdo antagonistas dos receptores
nicotinicos do musculo esquelético. Elas sdo largamente referidas como toxinas curare-

miméticas devido as similaridades no mecanismo de a¢do em relacdo ao (+)-tubocurarina

(ENDO e TAMYIA, 1991).

Em contraste com as [-neurotoxinas, as o-neurotoxinas sdo somente
encontradas nos venenos de serpentes das familias Elapidae e Hydrophiidae. Mais de 100
neurotoxinas pds-sindpticas ja foram isoladas e seqiienciadas, porém muito poucas foram
estudadas profundamente do ponto de vista do seu modo de acdo (HODGSON e
WIKRAMARATNA, 2002). Além disso, muitas toxinas foram caracterizadas como pré ou
pOs-sindpticas por meio de sua seqiiéncia de aminodcidos ou a ocorréncia de paralisia

flacida (HODGSON e WIKRAMARATNA, 2002).

Normalmente, estas toxinas sdo caracterizadas por estudos de “binding”
usando-se a membrana-ligada do 6rgao elétrico de “Torpedo” (CHICHEPORTICHE et al.,
1975). Porém, apesar de se obter informacdes importantes sobre o sitio de ligagdo dessas
toxinas, por intermédio da técnica de “binding” ndo se € possivel saber se a substancia ¢ um
agonista ou antagonista do receptor nicotinico. No entanto, informac¢des mais precisas sobre
a atividade agonista ou antagonista dessas toxinas € dada usando-se preparacdes
neuromusculares de mamiferos e ave (VITAL BRAZIL et al., 1979; VITAL BRAZIL
et al., 2000).
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Assim, o estudo detalhado, bioquimico e farmacol6gico de novas neurotoxinas
pOs-sindpticas que ndo a conhecida a-bungarotoxina aumentaria a disponibilidade dessa
classe de neurotoxinas corroborando os estudos de “binding”, o que tem encorajado o

estudo de venenos como fontes destas proteinas.

Como mostrou-se, até agora, as subfracdes ativas (F6-F7) oriundas do
fracionamento do veneno de M. dumerilii carinicauda ndo deprimem as respostas a
estimulagdo direta e ndo despolarizam a membrana da fibra muscular assim como ocorre
com o veneno total (SERAFIM et al., 2002). Assim, similarmente a outros venenos de
serpentes sul-americanas e também a toxinas pos-sindpticas isoladas de serpentes elapidicas
as subfracdes (F6-F7) nao alteram a excitabilidade da membrana da fibra muscular. Assim
sendo, supde-se que a causa primdria do bloqueio neuromuscular induzido por estas
subfragdes seja a sua ligacdo com os receptores nicotinicos da placa terminal, impedindo a

interagdo com o neurotransmissor ACh.

Além disso, a inefic4cia da neostigmina em antagonizar o bloqueio da resposta
contrétil em diafragma de camundongo corrobora os achados de (SERAFIM et al., 2002)
com o veneno total. Com este veneno, observaram que apds a adi¢do de neostigmina houve
um recobro muito pequeno da amplitude dos potenciais de placa terminal em miniatura e
sugeriram que a maioria dos receptores nicotinicos da placa terminal foram bloqueados de

forma nao-competitiva como ocorre com o veneno de M. spixii.

Além disso, o fato de nas atuais condicdes experimentais a neostigmina nao ter
sido capaz de reverter o bloqueio neuromuscular e a reversado insignificante produzida pela
3,4-DAP pode sugerir que se estd lidando com toxinas pds-sindpticas de cadeia longa

(KARLSSON, 1979).

Um dos fatores limitantes ao estudo de toxinas oriundas de venenos elapidicos
¢ sem duvida o baixo rendimento que estas toxinas apresentam, além da dificuldade em se

conseguir quantidades suficientes de veneno (BOLANOS, 1972).

Assim, com o veneno de M. dumerilii carinicauda nao foi diferente. O
rendimento das subfra¢cdes (F6-F7) ficou em torno de 0.1 %, o que impediu um estudo mais

detalhado de suas atividades na jun¢do neuromuscular.
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Porém, até onde se pdde avancar ficou demonstrado de que estas duas
subfracdes exercem um papel fundamental e preponderante no bloqueio neuromuscular

desencadeado pelo veneno total.

Também por meio da eletroforese em SDS-PAGE observou-se que o peso
molecular destas duas subfra¢des se encontra em torno de 14 kDa, valor semelhante ao de
toxinas elapidicas pds-sindpticas ou a-neurotoxinas como as do veneno de Bungarus

fasciatus que exibem peso molecular de 14.2 kDa (THEO et al., 1982).

Os pesos moleculares das a-neurotoxinas podem variar muito. Por exemplo no
caso da a-bungarotoxina a cromatografia de exclusao sugere um peso molecular de 15 a 16

kDa enquanto a andlise de aminodcidos indica um peso molecular de 8 kDa

(THEO et al., 1982).

Assim, a caracterizacdo completa das subfracdes (F6 e F7) como a-
neurotoxinas s seria possivel por meio da verificacdo de caracteristicas bioquimicas e
farmacoldgicas bdsicas. Neste aspecto, seria imprescindivel promover-se um estudo das
composi¢des de aminodcidos, do ponto isoelétrico, dos residuos de aminodcidos N-
terminais ou seqiienciamento completo além de um estudo eletrofisiolégico mais detalhado

como o realizado para a PLA, MiDCAL

4.6- CONCLUSAO

Os estudos realizados até o momento com as neurotoxinas bloqueadoras F6 e

F7 permitem concluir que:

a) as duas subfracdes ativas F6 e F7 sdo isoformas neurotoxicas por possuirem
o mesmo peso molecular e desenvolverem as mesmas alteracdes

neuromusculares em preparagdo de camundongo;

b) Possuem peso molecular semelhante ao de outras neurotoxinas curareformes

ou a.-neurotoxinas elapidicas;
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¢) Nao exercem efeito sobre a resposta a estimulos diretos em preparagdes

neuromusculares de camundongo.

d) Nao possuem atividade despolarizante no terminal nervoso motor nem na

fibra muscular;

e) Exercem efeito bloqueador neuromuscular irreversivel;

f) Sdo responsdveis pelo efeito neurotoxico principal do veneno ja

caracterizado como de acao pds-sindptica por SERAFIM et al. (2002).
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Este estudo atingiu os objetivos propostos, quais sejam:

1) Identificar e isolar as neurotoxinas constituintes do veneno de Micrurus

dumerilii carinicauda.

2) Promover a caracterizacdo bioquimica e farmacoldgica destas toxinas
disponibilizando-as como novas neurotoxinas isoladas de um veneno

elapidico.

3) Proporcionar um avango no estudo toxinolégico por meio do uso de técnicas
eletrofisiol6gicas mais refinadas como a de whole-cell patch-clamp fato

pouco comum na atualidade.

Assim, a nova fosfolipase A a qual foi chamada de MiDCAI, é uma nova
neurotoxina de a¢do pré-sindptica dentre as poucas jd isoladas e caracterizadas dos venenos
de serpentes elapidicas sul-americanas. Além disso, ndo possui atividade musculotrépica
significativa. Também demonstrou atuar como uma toxina bloqueadora de canais de
potdssio, acdo responsdvel pelo efeito facilitador desenvolvido em preparagdes

neuromusculares de camundongo.

A caracterizacdo bioquimica e farmacolégica parcial das outras duas

neurotoxinas isoladas (F6 e F7) também permite concluir que:

a) o peso molecular destas duas neurotoxinas se assemelha ao de outras

neurotoxinas elapidicas de acdo pos-sindptica descritas na literatura;

b) O fato de essas toxinas ndo exercerem efeito despolarizante na fibra
muscular de preparacdo diafragma de camundongo reforca a idéia de uma

acao do tipo curaremimética;

¢) A irreversibilidade da ac¢do bloqueadora neuromuscular também corrobora a
1déia de que estas toxinas sejam do tipo o-neurotoxinas, fato que € comum

para venenos elapidicos.

Conclusdo Geral

211



6- PERSPECTIVAS FUTURAS

213

fij



O fracionamento bioquimico do veneno de Micrurus dumerilii carinicauda
demonstrou um numero acentuado de fragdes que compdem este veneno. Neste trabalho,
foi dada énfase no estudo apenas das fracdes com atividade neurotdxica. Por fim, este

estudo pode ser complementado com as seguintes perspectivas:

a) Realizar experimentos bioquimicos com a PLA, MiDCALI para se comprovar

a falta de atividade anti-colinesterasica.

b) Utilizando-se a técnica de patch-clamp, promover o isolamento das correntes
de potéssio para determinacdo do tipo de canal de potdssio que estd sendo

bloqueado por esta toxina.

¢) Promover um estudo de binding para se averiguar com exatidao em que area

do terminal nervoso pré-sindptico a toxina esté se ligando.

d) Realizar a andlise de cristalografia da toxina para um maior entendimento na

relacdo estrutura-atividade.

Com relacao as isoformas F6 e F7:

a) Promover o seqiienciamento completo e andlise de aminodcidos para a

realizacdo da homologia comparativa com outras neurotoxinas elapidicas;

b) Promover um estudo miografico em preparagdo biventer cervicis de
pintainho e diafragma de camundongo desnervado para a comprovacdo do

sitio de acao pds-sindptico;

¢) Promover um estudo de binding para a avaliagdo com mais precisdo do sitio

de ligacdo para estas duas isoformas.

d) Promover um estudo eletrofisiolégico completo como o realizado para a
PLA, neurotoxica MiDCAI. Neste aspecto, utilizar a técnica de
voltage-clamp em oocitos de rd para uma avaliacdo mais clara do efeito

destas duas isoformas em receptores nicotinicos do tipo muscular.

Perspectivas Futuras
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Quanto as outras fra¢des obtidas do veneno total:

Isolar e caracterizar bioquimica e farmacologicamente as subfracdes

responsaveis pelo conhecido efeito cardiotéxico do veneno total.

Perspectivas Futuras
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