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RESUMO

O presente trabalho teve como obijetivo isolar as fosfolipases Az (PLA2)
basicas do veneno da serpente Bothrops diporus (VBd), avaliar e comparar as
atividades edematogénica e miotoxica, bem como, os efeitos sistémicos provocados
tanto pela PLA: isolada quanto pelo VBd em camundongos Swiss. Para tanto, o
VBd foi submetido a duas etapas cromatograficas, sendo uma de troca ibnica e uma
de fase reversa. As fragbes obtidas foram analisadas quanto ao peso molecular por
SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 12,5% e quanto a atividade enziméatica por
hemolise indireta e atividade sobre o acido 4-nitro-(3-octanoiloxi) benzdico
(4N30OAB). Desse processo, foram obtidas duas PLA2, sendo uma Asp-49 (BdipTX-
) e uma Lys-49 (BdipTX-I). BdipTX-l e VBd foram entdo avaliados quanto a
atividade biologica: efeitos locais (edema e miotoxicidade) e sistémicos (efeitos
sobre as fungdes hepética e renal). Os resultados obtidos mostraram que a atividade
edematogénica, avaliada considerando-se o aumento percentual no volume das
patas inoculadas com VBd ou BdipTX-l com relagdo as patas controle, foi
significativo em todas as doses testadas tanto para BdipTX-l quanto para VBd,
observando-se um aumento significativo do edema a partir de 0,5 hora nas duas
doses de VBd (5 e 20 ug/pata) e na de 20 pg/pata de BdipTX-I, com pico na 1 hora e
decaindo nas 24 horas, efeito ndo observado na dose de 20 pg/pata de VBd. Quanto
a miotoxicidade, avaliada pelo aumento dos niveis séricos de creatina quinase (CK),
CK-MB e lactato desidrogenase (LDH), os dados obtidos mostraram que o efeito de
VBd é mais proeminente do que o de BdipTX-l. Os efeitos sistémicos causados a
partir da lesédo local foram avaliados pela dosagem de marcadores laboratoriais
especificos. Sendo utilizados: AST, ALT, GGT e FAL para avaliar a funcéo hepatica;
niveis de ureia e creatinina séricos e urindrios, excrecao de proteinas e calcio na
urina para avaliar o dano renal. Lesbes cardiacas e hepaticas nao foram
confirmadas, apesar de ter havido elevacdes nos niveis de LDH e AST. Contudo,
BdipTX-1 e VBd foram capazes de induzir alteracdes renais no modelo experimental
testado, ocasionando proteinuria (induzida tanto por BdipTX-I quanto por VBd), além
de uremia (presente no efeito de VBd, mas ndo de BdipTX-l). Deste modo,
estabelece-se que as acdes sistémicas da proteina e do veneno ocorrem de forma
diferenciada. Fato que, provavelmente, esta relacionado aos outros componentes
presentes no VBd. Este estudo além de ter propiciado o isolamento de duas PLA:
inéditas para o VBd, também traz informacfes adicionais acerca dos efeitos
sistémicos induzidos tanto pelo veneno quanto pela PLA: isolada.

Palavras chave: Bothrops diporus. Fosfolipases A2. Edema, Miotoxicidade, Efeito
sistémico.



ABSTRACT

This study aimed to isolate the basic phospholipase A2 (PLA2) from the
venom of Bothrops diporus (VBd), to evaluate and compare the edema and myotoxic
activities, as well as the systemic effects caused by both the PLA: isolated as by the
VBd in Swiss mice. For this purpose the VBd was submitted to the two
chromatographic stepsbeing a ion exchange and reverse phase. The fractions
obtained were analyzed as to molecular weight by SDS-PAGE on 12.5%
polyacrylamide gel and the enzymatic activity by indirect hemolysis and activity on
the 4-nitro-(3-octanoyloxy) benzdoico (4AN30OAB) acid. In this process, two PLA2 were
obtained, being an Asp-49 (BdipTX-Il) and a Lys-49 (BdipTX-I). BdipTX-I and VBd
were then evaluated for biological activity: local (edema and myotoxicity) and
systemic (effects on the liver and kidney function) effects. The results showed that
the edematogenic activity, evaluated considering the percentage increase in the
volume of inoculated feet with VBd or BdipTX-I regarding the control paws, was
significant at all doses tested for BdipTX-l and for both VBd, noting a significant
increase in edema after 0.5 hour on of VBd two doses (5 and 20 yg/paw) and on the
20 pg/paw BdipTX-I, with a peak at 1 hour and 24 hours decreasing effect not
observed at a dose of 20 mg/paw of VBd. As for myotoxicity, evaluated by the
increased serum levels of creatine kinase (CK), CK-MB and lactate dehydrogenase
(LDH), the data showed that the effect of VBd is more prominent than that of BdipTX-
I. Systemic effects as from the injury site were evaluated by measurement of specific
laboratory markers. Being used: AST, ALT, GGT and ALP to assess liver function;
urea levels and serum and urinary creatinine and protein excretion of calcium in urine
to assess renal damage. Cardiac and hepatic lesions were not confirmed, although
there were elevated levels of LDH and AST. However, BdipTX-I and VBd were able
to induce renal changes in experimental models tested, resulting in proteinuria
(induced by either BdipTX-l as a VBd), and uremia (VBd effect present in, but not
BdipTX-1). In this way, it is established that the systemic actions of the venom protein
and occur differently. This fact is probably related to other components present in
VBd. This study besides having undertaken the isolation of two novel PLA: for VBd
also provides additional information about the systemic effects induced both by the
venom as PLA: isolated.

Keywords: Bothrops diporus. Phospholipase A2. Edema. Myotoxicity. Systemic effect.
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1 INTRODUCAO

1.1 ACIDENTES OFIDICOS

Os acidentes ofidicos sdo ocasionados pela mordida e/ou picada de
serpentes, as quais podem ou nao ser peconhentas, sendo que 0S casos mais
graves envolvem aquelas que possuem peconha. Segundo a Organizacdo Mundial
de Saude (OMS), esses acidentes sdo considerados importantes problemas de
salde publica, particularmente em &reas rurais de paises tropicais e subtropicais, da
Africa, Asia, Oceania e América Latina (OMS, 2013).

A OMS estima que pelo menos 5.000.000 casos de envenenamentos sao
provocados anualmente em todo o mundo por mordida de serpentes, com cerca de
125.000 ébitos. No entanto, presume-se que estes dados ndo sejam reais, em
virtude da ineficdcia dos sistemas de saude dos paises atingidos em realizar a
notificacdo, com repasse de informacdes precisas acerca dos registros (WILLIAMS
et al., 2010; GUTIERREZ et al., 2013; OMS, 2013). Assim, a partir de 2009, os
acidentes ofidicos passaram a fazer parte da lista de doencas negligenciadas da
OMS (WARRELL, 2010).

No Brasil, de acordo com dados do Ministério da Saude (MS), em 2010
foram registrados 29.635 acidentes envolvendo serpentes, sendo 85% causadas por
serpentes peconhentas. Destas, aquelas pertencentes aos géneros Bothrops,
Bothriopsis, Bothrocophias e Rhinocerophis, chamados de acidentes botrépicos,
representam cerca de 90% dos acidentes (com letalidade de 0,31%), seguido dos
crotalicos, causados pelo género Crotalus (7,7% com 1,87% de letalidade),
laguéticos, género Lachesis (1,4% com 0,95% de letalidade) e elapidicos, géneros
Micrurus e Leptomicrurus (0,4% com 0,52% de letalidade) (BERNARDE, 2011).

A gravidade do acidente esta relacionada com a espécie causadora, além
de fatores como a composicdo do veneno e a idade do animal, dentre outros
(GUTIERREZ et al., 2006). A populacio mais atingida é composta por trabalhadores
agricolas, adultos e criancas, que vivem nas zonas rurais de paises
subdesenvolvidos (GUTIERREZ et al., 2010).

O envenenamento, de um modo geral, provoca danos locais como
edema, hemorragia e necrose do tecido muscular. Estes efeitos desenvolvem-se

rapidamente ap6s a mordida e, consequentemente, um atraso Nno acesso aos
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servicos de saude frequentemente resulta em dano tecidual que pode ocasionar
invalidez permanente. Efeitos sistémicos também ocorrem como neurotoxicidade,
insuficiéncia respiratdria, mioglobinemia, hipercalemia, insuficiéncia renal aguda,
hemorragia cerebral, coagulacéo intravascular disseminada, choque cardiovascular
provocado por hipovolemia, vasodilatacdo e efeitos diretos sobre o miocérdio
(GUTIERREZ et al., 2006; DEL BRUTTO et al., 2012).

O tratamento é feito com soro antiofidico e é ativo contra a maioria dos
efeitos sistémicos, porem nédo ha eficacia contra os danos locais, como a destruicao
dos tecidos (WARREL, 2010; ADUKAUSKIENE et al., 2011).

1.2 VENENOS DE SERPENTES DO GENERO Bothrops

Os venenos de serpentes sdo uma mistura complexa de peptideos
toxicos e proteinas. Cerca de 90 a 95% do peso seco do veneno é composto de
proteinas, com uma ampla variedade de atividades biolégicas possuindo diferentes
formas de agir, tanto sobre presas como em vitimas. As proteinas biologicamente
ativas podem matar ou imobilizar a presa, bem como, ajudar no processo da
digestdo (QUEIROZ et al., 2008).

Os venenos das serpentes do género Bothrops induzem, em geral, um
quadro fisiopatolégico complexo, caracterizado por efeitos sistémicos como choque,
acOes proteoliticas, hemorragicas, coagulantes e alteracdes locais imediatas, que
sao caracterizadas por edema acompanhado ou ndo de equimose, dor, mionecrose
e abscesso que podem levar a amputacdo do membro acometido (GUTIERREZ e
LOMONTE, 1989; RIBEIRO e JORGE, 1990).

A variedade dos efeitos causados pelo veneno botropico se deve a
composi¢cdo quimica diversificada dessas toxinas, que inclui cardiotoxinas, lectinas,
inibidores e varias enzimas, como proteases, metaloproteinases, fosfolipases,
serinoproteases, fosfodiesterases, colinesterases, aminotransferases, L-aminoacido-
oxidases (L-AAO), catalases, ATPases, hialoronidases, NAD nucleosidases e B-
glucosaminidases (TU, 1996). Estas proteinas podem ser agrupados em enzimaticas
(fosfolipases, metaloproteases e serinoproteases) e nao-enzimaticas (inibidores da
agregacao plaquetaria, lectinas, desintegrinas e neurotoxinas) (CHIPPAUX et al.,
1991; MATSUI et al., 2000).
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Deste modo, os venenos das espécies do género Bothrops sdo alvo de
varias investigacdes quanto a atividade biologica. De Bothrops neuwiedi ja foram
isoladas fragdes com acédo miotoxica (LEITE et al., 1999), desintegrinas inibidoras da
agregacdo plaquetaria (FURLAN, 2010) e metaloproteinases que induzem a
infiltrac@o de células inflamatdrias, aumento de creatina quinase (CK), Interleucina 6
(IL-6) e Interleucina 1-B (IL-1B) e liberagdo de Fator de Necrose Tumoral a (TNF-a)
(LOPES et al., 2009).

Do veneno de Bothrops pauloensis ja foram isoladas e caracterizadas
fosfolipases com atividade neuromuscular, neurotdxica, bactericida, edematogénica,
lipossomal, fibrinogenolitica, coagulante e hemorragica (SOARES et al., 2000;
BORJA-OLIVEIRA et al., 2007; RANDAZZO-MOURA et al., 2008). Também foram
isoladas metaloproteinases de atividade proteolitica, hemorragica, fibrinogenolitica e
coagulante (IZIDORO, 2003); e L-aminoacido-oxidase de acdo leishmanicida e
bactericida (RODRIGUES et al., 2009).

Sendo assim, o veneno de Bothrops diporus pode ser considerado uma
fonte para extracdo de moléculas proteicas bioativas com potencial para diversas

aplicacdes biotecnolégicas.

1.3 Bothrops diporus (COPE, 1862)

Bothrops diporus pertencente a familia Viperidae, que compreende
atualmente 30 espécies, amplamente distribuidas pela América Central e do Sul.
S&o conhecidas popularmente por jararaca, ouricana, jararacugus, urutu-cruzeiro,
jararaca-do-rabo-branco, malha de sapo, patrona, surucucurana, combdia, caicaca,
dentre outras denomina¢cdes. S&o caracterizadas por possuirem a cauda sem
maiores modificacdes, geralmente com escamas subcaudais em pares, aparelho
inoculador do tipo solendglifo, cabeca triangular e fosseta loreal (BERNARDE,
2011). Habitam principalmente zonas rurais, preferindo ambientes Umidos como
matas e areas cultivadas, além de locais onde haja facilidade na proliferagdo de
roedores. Possuem habitos predominantemente noturnos ou crepusculares e
geralmente apresentam comportamento agressivo quando se sentem ameacadas,
deferindo botes sem produzir ruidos (BRASIL, 2013; CARDOSO et al., 2003).
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Figura 1. Bothrops diporus (MINOLI et al., 2011).

Bothrops diporus pode ser encontrada no Paraguai, na Argentina e no
Brasil. Habita preferencialmente os charcos, florestas semitropicais deciduas e os
pampas (SILVA, 2004). No Brasil, € amplamente distribuida a partir do sudoeste até
a regido sul, sendo encontrada em uma variedade de habitats (MINOLI et al., 2011).

Esta serpente foi considerada durante muito tempo como uma subespécie
do complexo Bothrops neuwiedi, do qual faziam parte sete subespécies com ampla
distribuicdo nas Américas Central e do Sul, sendo estas: Bothrops diporus, Bothrops
mattogrossensis (sinbnimos: B. neuwiedi bolivianus), Bothrops pubescens, B.
neuwiedi (sinbnimos: B. neuwiedi goyazensis, B. neuwiedi paranaensis, B. neuwiedi
meridionalis e B. neuwiedi urutu) Bothrops lutzi (sinbnimos: B. neuwiedi piauhyensis
e B. neuwiedi iglesiasi), Bothrops pauloensis e Bothrops marmoratus (Silva, 2008).

Entretanto, apds analises filogenéticas, houve uma reclassificacdo e as
subespécies foram elevadas a categoria de espécie, passando a fazer parte do
género Bothropoides (FENWICK et al., 2009; BERNARDI, 2011). Esta denominacao
foi aceita pela Sociedade Brasileira de Herpetologia (SBH) até 2011. Contudo, apos
um novo estudo realizado por Carrasco e colaboradores (2011), a espécie passou a
ser denominada Bothrops diporus (BERNILS e COSTA, 2012).

Quanto ao veneno de B. diporus, diversas atividades ja foram descritas.
Em estudo realizado por Abreu e colaboradores (2007), foi investigada a acdo de
blogueio neuromuscular indicando interferéncia com a neurotransmissao pos-

sinptica do veneno de espécies do complexo Bothrops neuwiedi (B. paranaensis, B.
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dipourus e B. goyazensis). Também foram descritas atividades coagulante,
hemorrégica, fibrinogenolitica e edematogénica para o veneno dessa espécie
(PEREZ et al.,, 1998; OLIVEIRA et al., 2011). A acio citotoxica em células
musculares esqueléticas da linhagem C2C12 também foi investigada, indicando a
morte celular por apoptose (BUSTILLO et al., 2009). Além disso, trés fosfolipases A2
acidas (P-I, P-2 e P-3) foram isoladas do veneno de B. diporus e apresentaram
atividade edematogénica e citotoxica (DANIELE et al.,, 1997). E outras duas
fosfolipases A2 &cidas (BdsPLA2-1 e BdsPLA2-1l) também foram obtidas por
clonagem e expressdo de &cidos desoxirribonucleicos complementares (cDNAS)
obtidos a partir de &cidos ribonucleicos mensageiros (MRNAs) extraidos das
glandulas produtoras de veneno da serpente (QUARTINO et al.,, 2012). Até o

presente estudo, as PLA2 basicas ndo haviam sido isoladas.

1.4 FOSFOLIPASES A2

As fosfolipases (PLs) sdo enzimas que degradam fosfolipideos e ocorrem
em diversos organismos animais e vegetais. Elas sdo denominadas A1 (PLA1), A2
(PLA2), C (PLC) e D (PLD), de acordo com a posi¢gao em que realizam a clivagem
hidrolitica de seus substratos (BALSIND et al., 1999). As fosfolipases Az (PLA2) ou
fosfatidil-acil-hidrolases (EC 3.1.1.4) sdo enzimas que catalisam a hidrolise da
ligacdo acil-éster na posicado Sn-2 de fosfolipideos de membrana, produzindo acidos
graxos livres e lisofosfolipideos (BALSINDE et al., 1999; SIX e DENNIS, 2000)
(Figura 2).
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Figura 2. Modelo esquematico da acdo das PLA,. A PLA: faz a hidrélise da ligacdo Sn-2 do
glicerofosfolipideo resultando na liberacéo de &cido graxo e lisofosfolipideos (CUMMINGS, 2007 com
adaptacoes).

As PLA2 desempenham um importante papel em muitos processos
biolégicos como digestdo e metabolismo, defesa do hospedeiro e transducdo de
sinais. Os acidos graxos lancados pela acdo das PLA2, dentre os quais esta o acido
araquidonico (AA), podem funcionar como reserva de energia, mensageiros
secundarios e precursores de eicosanoides como prostaglandinas (derivadas da
acao das ciclooxigenases sobre o AA), leucotrienos e tromboxanos (derivados da
acdo das lipoxigenases sobre o AA). Estes, por sua vez, podem participar de
numerosas funcgdes, tais como a regulacdo do soro, resposta imune, inflamacao e
percepcdo da dor. Os lisofosfolipideos, por outro lado, estdo envolvidos na
sinalizacao celular e remodelagem da membrana (DENNIS, 1994; ARNI e WARD,
1996; BALSINDE et al., 1999; SIX e DENNIS, 2000; BALSINDE et al., 2002).

Além disso, estudos apontam cada vez mais o envolvimento dessas
enzimas em processos fisiolégicos e patolégicos tais como a reproducao,
transducdo neuronal, artrite, infarto do miocardio, arteriosclerose, sindromes de
deficiéncias metabdlicas e digestivas associadas a obesidade, sindrome do
desconforto respiratorio agudo (ARDS), pancreatite, diabetes do tipo 2, resisténcia a
insulina e céancer. RazlOes pelas quais as PLA2 tém sido alvos da industria
farmacéutica ndo somente em busca de inibidores destas enzimas, mas também
como potenciais farmacos (BALSINDE et al., 2002; SUN et al., 2010; MURAKAMI et
al., 2011).
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Atualmente, as PLA2 sao divididas em cinco grandes classes de acordo
com seus mecanismos cataliticos (His / Asp, Ser / Asp ou Ser / His / hidrolase Asp),
caracteristicas funcionais e estruturais: PLA2 secretadas (sPLA2), PLAz citosolicas
(cPLA2), PLA2 independentes de Ca?* (iPLA2), as acetil-hidrolases do fator ativador
de plaquetas (PAF-AH) e as PLA:2 lisossomais (SCHALOSKE e DENNIS, 2006).
Além disso, as PLA: estao subdivididas em 15 grupos com suas variacdes (BURKE
e DENNIS, 2009).

As sPLA2 possuem baixo peso molecular (14-18kDa), de seis a oito
pontes dissulfeto e exigem quantidades milimolares de Ca?* para sua atividade
catalitica e utilizam uma histidina em seu sitio ativo (DENNIS, 1994; SCHALOSKE e
DENNIS, 2006; BURKE e DENNIS, 2009). Dentre as sPLAz estdo os grupos LILIII,
V, IX, X, XI, XIlI, Xlll E XIV (BURKE e DENNIS, 2009).

As cPLA: ou intracelulares, sao grandes proteinas citosélicas de alto peso
molecular (61-114 kDa), utilizam uma serina em seu sitio catalitico, ndo necessitam
de Ca?* para sua atividade catalitica, mas sim para a translocagdo da enzima para
membranas intracelulares. Deste grupo fazem parte as PLA2 dos subgrupos IVA,
IVB, IVC, IVD E IVF (SCHALOSKE e DENNIS, 2006; BURKE e DENNIS, 2009).

As iPLA2 ndo dependem de Ca?* para a atividade enzimatica e utilizam
uma serina em seu sitio ativo. Nesta classe esta incluso o grupo VI e suas formas
variantes VIA-1, VIA-2, VIB, VIC, VID, VIE E VIF (SCHALOSKE e DENNIS, 2006).
As PAF-HA compreendem dois grupos de PLA2 (VII e VIII) que podem hidrolisar o
grupo acetil na posicdo Sn-2 do fator de ativacdo de plaquetas (PAF), funcionam
pela acdo de uma serina catalitica e ndo requerem Ca?* para a sua atividade
(BURKE e DENNIS, 2009). A PLA: lisossomal (grupo XV), foi purificada a partir de
cérebro bovino e acilatos de ceramida, utiliza o grupo acil na posicdo Sn-2 de
fosfolipidios como substrato, contém uma triade Ser-His-Asp conservada e tem
quatro residuos de cisteina que sdo necessarios para atividade catalitica (BURKE e
DENNIS, 2009).
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TABELA 1- Divisao das PLA2

Massa
Classe Subgrupo molecular Fonte
(KDa)
SPLA: A 13-15 Venenos de
Serpentes Elapidae
SPLA2 IB 13-15 Humanos/
Pancreas suino
SPLA: A 13-15 Venenos de serpentes, fluido sinovial
humano
sPLA: 1B 13-15 Serpentes Viperidae
sPLA: lc 15 Ratos/ testiculos de murinos
sPLA: IID 14-15 Humanos/ pancreas de murinos/bacgo
SPLA2 lE 14-15 Humanos/ cérebro de murinos/
coracao/ utero
sPLA: lIF 16-17 Humanos/ teticulos de murinos/
embrides
sPLA: [l 15-18 Humanos/ murinos/ lagartos/ abelhas
cPLA2 IVD 92-93 Humanos/ murinos
cPLA: IVA 85 Humanos/ murinos
cPLA2 VB 114 Humanos
cPLA: IvVC 61 Humanos
cPLA2 IVE 100 Murinos
cPLA2 IVF 96 Murinos
sPLA: Vv 14 Humanos/ coracdo de murinos/
pulméo/ macréfagos
iPLA2 VIA-1 84-85 Humanos/murinos
iPLA2 VIA-2 88-90 Humanos/ murinos
iPLA2 VIB 88-91 Humanos/ murinos
iPLA2 VIC 146 Humanos/ murinos
iPLA2 VID 53 Humanos
iPLA2 VIE 57 Humanos
iPLA2 VIF 28 Humanos
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AH-PAF VIIA 45 Humanos/ murinos/ suinos/ bovinos
AH-PAF VIIB 40 Humanos/ bovinos
AH-PAF VIIA 26 Humanos
AH-PAF VIIIB 26 Humanos
SPLA: IX 14 Veneno de caracol
SPLA: X 14 Baco humano/ leucdcitos/ timo
SPLA2 XIA 124 Plantas
SPLA2 XIB 129 Plantas
SPLA: Xl 19 Humanos/ murinos
SPLA: X <10 Parvovirus
sPLA: X1V 13-19 Fungos simbidticos/ bactérias
PLA2 XV 45 Humanos/ murinos/ bovinos
lisossomal

Adaptado de BURKE e DENNIS, 2009.

As sPLA:2 de venenos de serpentes (SPLA2vs) pertencem aos grupos | e
II. As do subgrupo | sdo encontradas em venenos de serpentes da familia Elapidae,
e as do subgrupo Il sdo encontradas em serpentes da familia Viperidae
(GUTIERREZ e LOMONTE, 2012). As sPLAzvs induzem uma grande variedade de
efeitos farmacoldgicos e toxicos, como miotoxicidade, neurotoxicidade pré e pés-
sinaptica, nefrotoxicidade, cardiotoxicidade, hemolitico, hipotensor, anticoagulante,
edematogénico, pro-inflamatorios e efeitos sobre a agregacdo plaquetaria
(GUTIERREZ e LOMONTE, 1997; HARRIS et al., 2000; SINGH et al., 2000;
SOARES et al., 2004; RODRIGUES et al., 2004; ZULIANI et al., 2005a; BORJA-
OLIVEIRA et al., 2007; SANTOS-FILHO et al., 2008; EVANGELISTA et al., 2010).
Além da grande quantidade de atividades biolégicas, as sPLAzvs tem sido
exploradas devido a sua homologia com as sPLA2 de mamiferos (CHIATO e WARD,
2003).

As sPLA2vs podem ser acidas ou bésicas, sendo que estas ultimas sé&o
classificadas de acordo com a atividade enziméatica, devido ao aminoacido presente
na posicdo 49 da estrutura primaria, em Asp-49 e Lys-49 (GUTIERREZ e
LOMONTE, 1997; OWNBY et al., 1999; SIX e DENNIS, 2000). As sPLA2vs Asp-49
sdo enzimaticamente ativas e dependentes de Ca?*, cujo seu sitio catalitico é

formado por residuos conservados de His-48 e Asp-99 que interagem com uma
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molécula de dgua. Também possuem uma alca de ligacdo ao Ca?* formada pelos
residuos Tyr-28, Gly-30, Gly-32 e Asp-49, sendo este ultimo fundamental para a
ligacdo ao Ca?*, uma vez que o0s oxigénios do grupo carboxila presente no residuo
de Asp contribuem para a catalise (MARAGONORE et al., 1984; ARNI e WARD,
1996; GUTIERREZ e LOMONTE, 1997; BALSINDE et al., 1999) (Figuras 3 e 4).

114 {7 SH4
<7 12

SHS

Ca? binding loop

90¢) |

Figura 3. Representacédo tridimensional sPLA2vs Asp-49 purificada de Daboia russelli
pulchella. Observa-se a regido C-terminal, a regido N-terminal, as trés principais a-hélices (H1, H2 e
H3) e um par de folhas B antiparalela (ala B), dominio de ligagdo ao substrato, sitio catalitico e o
dominio de ligagdo ao Ca?* (SINGH et al., 2009).

Anti-coagulant loop
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Figura 4. Mecanismo de agdo das sPLA2sv Asp-49 (JANSSEN et al., 1999).

Nas sPLA2vs Asp-49 a acdo enziméatica esta relacionada com a formacgéo
de mediadores lipidicos da resposta inflamatoria (KINI, 2003). Estudo realizado por
Zuliani e colaboradores (2005a) demonstrou que uma sPLA2vs Asp-49 (MT lll) de
Bothrops asper é capaz de induzir diversos eventos inflamatérios, tais como:
extravasamento vascular, infiltracdo leucocitaria e liberacdo de eicosandides e
citocinas (IL-1, IL-6 e TNF-a).

As sPLA2vs Lys-49 ndo possuem atividade enzimatica, pois a substituicdo
do Asp na posicéo 49 pela Lys impede a ligagdo com o cofator Ca?* e a formacao do
intermediario tetraédrico no mecanismo catalitico (CHIATO e WARD, 2003). Porém,
elas podem exibir efeitos semelhantes aos causados pelas Asp-49, como
miotoxicidade, citotoxicidade, inducdo de edema e inflamacdo por mecanismos
independentes da atividade enzimatica (SOARES et al., 2000; ANDRIAO-ESCARSO
et al., 2000; ZULIANI et al., 2005a). Estudos com peptideos sintéticos e mutagénese
demonstram que a atividade miotoxica dessas toxinas estéd relacionada com sua
regido C-terminal, cuja sequéncia de aminodacidos hidrofobicos seria responsavel
pela interacdo com a membrana plasmética, o que causaria danos a integridade da
membrana, liberacdo de Ca?* intracelular e morte celular (WARD et al.,, 2002;
AMBROSIO et al.,, 2005; CHIOATO et al.,, 2007; FERREIRA e WARD, 2009;
GIANNOTTI et al., 2013).
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Figura 5. Representacéo tridimensional sPLA2vs Lys-49 (BthTX I) de Bothrops jararacussu.
Observa-se a regido C-terminal, residuos de Cys nas pontes de dissulfeto. O modelo tem trés
principais a-hélices (H1, H2 e H3) e um par de folhas B antiparalela (ala ), dominio de ligagao ao
substrato (verde), sitio catalitico (amarelo) e o dominio de ligagdo ao Ca* (vermelho) (SOARES et al.,
2007).

Estudos realizados por Delatorre e colaboradores (2011), a partir da
interacdo de uma sPLA2vs Lys-49 com &cido miristico, observaram que a presenca
de residuos de aminoacidos positivos na regido C-terminal permite uma interacao
eletrostatica com a carga negativa da membrana causada pelos grupamentos
fosfatos. No mesmo estudo também foi observado uma interacdo dos residuos de
aminoacidos aromaticos hidrofébicos da proteina com a regido hidrofobica da
membrana, o que permite a sua penetragdo. Resultados semelhantes foram obtidos
em estudos baseados na interacdo da heparina com a regido C-terminal (residuos
115-129) da proteina enzimaticamente inativa, demonstrando ser essa regiao
responsavel pela atividade miotoxica (LOMONTE et al., 1994).

Independentemente da atividade enzimética, estudos apontam a
existéncia de receptores na membrana celular de mamiferos homologos aos
receptores de manose de macréfagos que possivelmente estdo associados aos
efeitos neurotoxicos e miotoxicos dessas toxinas. S80 0s receptores do tipo M
(células do musculo esquelético) e do tipo N (células neuronais) (LAMBEAU et al.,
1990; LAMBEAU et al., 1994; LAMBEAU e LAZDUNSKI, 1999; KINI, 2005; SRIBAR
e KRIZAJ, 2011). Esse fato explicaria a grande diversidade de acdes farmacoldgicas
e toxicas dessas enzimas. Sendo que cada sPLA2 possui alvo molecular em um tipo
celular especifico, causando danos em locais diferentes do organismo. Segundo

essa teoria as sPLA2vs inicialmente se ligam aos receptores na membrana
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plasmética e a partir dai desenvolvem sua acdo catalitica ou ndo sobre os
lisofosfolipideos da membrana celular (KINI e EVANS, 1989; CHIOATO e WARD,
2003; KINI, 2003). Outro trabalho indica o envolvimento de receptores purinérgicos
no mecanismo de acéo das Lys-49 (TONELLO et al., 2012).

Além dos estudos de toxicidade, outros trabalhos apontam uma gama de
atividades biolégicas para as sPLA2vs, como bactericida (SOARES et al., 2000;
RODRIGUES et al., 2004; BARBOSA et al., 2005), antiplasmodial (CASTILLO et al.,
2012) e antitumoral (ARAYA e LOMONTE, 2007; ZOUARI-KESSENTINI et al.,
2013). Diante de todos estes fatores, pesquisadores buscam elucidar o mecanismo
de acdo dessas proteinas e também seus efeitos locais e sistémicos sobre
organismos de mamiferos e patdgenos, visando a bloquear a atividade dessas

proteinas ou mesmo utiliza-las como fonte para o desenho de novos farmacos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar e comparar a atividade toxica da PLA: isolada do veneno de

Bothrops diporus em modelo experimental murino.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Isolar PLA2 béasicas do veneno de B. diporus;
. Avaliar in vivo o efeito de uma PLA: isolada e do veneno de B. diporus
em modelo animal (murino) sobre:
» Inducgéo do edema de pata;
» Atividade miotdxica;
» Efeitos sistémicos sobre as funcdes hepatica e renal dos

camundongos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ISOLAMENTO DAS PLA:2s DE B. diporus

Todas as etapas de isolamento proteico foram realizadas no Centro de
Estudos de Biomoléculas Aplicadas a Saude, CEBio-UNIR-FIOCRUZ-RO sob

supervisao do Dr. Andreimar Martins Soares.

3.1.1 Venenos

O veneno de B. diporus (VBd) utilizado durante o estudo foi adquirido do
Serpentario Proteinas Bioativas Ltda, Batatais-SP e mantido refrigerado (2 a 8°C) no
Banco de Venenos Amazobnicos do CEBIio-UNIR-FIOCRUZ-RO, (autorizagéo:
CGEN/CNPq 010627/2011-1 e IBAMA 27131-2).

3.1.2 Etapas cromatograficas

O isolamento e a purificacdo das PLA2s foram feitos como descrito por
Soares e colaboradores (1998). Foram aplicadas técnicas de cromatografia de alta
eficiéncia (CLAE) em sistema Akta Purifier (GE). Inicialmente, cerca de 50mg do
veneno bruto de B. diporus foram suspensos em 1,0 mL de tampé&o bicarbonato de
amonio (NH4HCO3) 20 mM, pH 8,0 e centrifugados a 83,16 x g durante 10 minutos.
O sobrenadante foi submetido ao fracionamento utilizando a técnica de
cromatografia de troca idnica, em coluna contendo resina CM-Sepharose FF® (1 x 40
cm) previamente equilibrada com tamp&o de NH4HCO3 20 mM, pH 8,0, e eluida no
mesmo tampdo em gradiente crescente (0-100 %) de NHsHCOsz 500 mM, em 5
volumes de coluna, sob fluxo de 1 mL / minuto. A elui¢cdo foi monitorada em 280 nm
e as fracdes coletadas manualmente. As frac6es obtidas foram analisadas quanto ao
peso molecular por SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 12,5 % e quanto a atividade
enzimatica por hemodlise indireta, sendo selecionadas as fragbes que possuiam
atividade de PLA2 ou peso molecular correspondente. As fragcbes com caracteristicas
de PLA:2 foram submetidas a cromatografia de fase reversa, utilizando-se coluna
Discovery® C18 (25 x 4.6 mm - Supelco) previamente equilibrada com solucdo TFA

0,1 % (Solucdo A) e eluida sob gradiente de 0 a 70 % de solucdo B (acetonitrila +
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TFA 0,1 %), 5 volumes de coluna, sob fluxo de 1 mL / min. A eluicdo foi monitorada
em 280nm e as fragOes relevantes coletados manualmente. A pureza das amostras

obtidas foi verificada por SDS-PAGE, em gel de poliacrilamida 15 %.

3.1.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida

A eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5 ou 15 % (m/v) na presenca
de SDS (SDS-PAGE) foi realizada conforme descrito por Laemmli (1970) com
modificacdes, em condi¢oes redutoras. O gel de separacéo poliacrilamida 12,5 ou 15
% (m/v) foi preparado em tamp&o Tris-HCl 0,5 M e SDS 1%. O gel de
empacotamento de poliacrilamida foi preparado em tampao de Tris-HCI 0,5M e SDS
0,1 %. As amostras de veneno ou proteina foram dissolvidas em agua deionizada e
10 pL dessa solugéo foram adicionados a 10 pL de tampéo para amostra (Tris-HCI
0,5 M, pH 6,5, contendo azul de bromofenol 0,01 % e SDS 2 %) e submetidas ao
aguecimento a 100 °C durante 5 minutos. A corrida eletroforética foi realizada em
tampdo Tris-Glicina 95 V e 15 mA (Electrophoresis Power Supply EPS 301-
AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH). O gel foi fixado em solugcdo aquosa de
metanol 40 % (v/v) e &cido acético 7 % (v/v) por 30 minutos. As bandas de proteinas
foram evidenciadas através da imersdao em solucdo contendo Coomassie Brillant
Blue G-250® 0,08 % (m/v), sulfato de aluminio 8,0 % (m/v), acido o-fosférico 1,6 %
(m/v) e metanol 20,0 % (v/v) pelo periodo de 2 horas. O excesso de corantes foi
retirado por imersdo em solucdo descorante contendo etanol 4,0 % e acido acético
7,0 % (v/v) em agua. A imagem dos géis foi obtida com uso do equipamento Image
scanner® (GE Healthcare Lifesc.) e a massa molecular relativa (Mr) determinada
com uso do programa IQTL® (GE Healthcare Lifesc) comparando-se as distancias

relativas de migracédo das amostras com os padrdes de massa molecular.

3.1.4 Dosagem proteica

A dosagem de proteinas foi realizada com Kit para dosagem de proteinas
Bio-Rad DC Protein Assay (BIO-RAD). O ensaio é baseado na reacdo da proteina
com uma solucao de tartarato de cobre alcalino e reagente de Folin. O método foi a
adaptado para microplacas, sendo utlizados 25 pL da solugdo A (solugcéo de

tartarato de cobre alcalino), 200 pL da solugéo B (solucéo diluida do reagente Folin)
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e 5 pL de amostra, incubados a 37 °C durante 15 minutos. A leitura foi feita em

espectrofotometro em 750 nm.

3.1.5 Atividade fosfolipasica indireta

Para verificacdo da atividade fosfolipasica indireta foi utilizado método da
hemolise radial indireta em placas, conforme descrito por Gutiérrez e colaboradores
(1988). Para preparo da solucéo de eritrécitos, foram centrifugados 3 mL de sangue
coletado com 0,2 % de citrato de sédio. Em seguida, as hemécias foram lavadas 3
vezes (1 volume de hemacias para 2 volumes de solucdo de lavagem — NaCl 150
mM). Apos lavagem, os eritrécitos foram ressuspensos em tampao fosfato salina
(PBS) de modo a formar uma suspensdo com 3 % de hemacias. Preparou-se entao
a solucédo 1, formada por 3 mL da suspencéo de hemacias, 150 pL de CaCl2 10 mM
e 100 pL de suspensao de gema de ovo 10 % (m/v). Em seguida preparou-se a
solucdo 2, composta de 180 mg de agarose e 15 mL de PBS, aquecidos ao
microondas até a dissolucdo completa da agarose. ApoOs breve resfriamento as
solucdes 1 e 2 sdo misturadas e a mistura € rapidamente despejada em uma placa.
Ap0s polimerizagdo do gel, foram feitos pequenos orificios no mesmo (2 mm) onde
foram acrescentados 3 pL de amostra. A placa foi incubada a 37 °C por
aproximadamente 12 horas, depois foi verificado a formacdo de um halo de hemolise

ao redor do orificio, indicando a atividade indireta da PLA2.

3.1.6 Atividade fosfolipasica direta

Para a determinacdo da atividade fosfolipasica direta foi utilizado o
método descrito por Holzer e Mackessy (1996) adaptado para placa de 96 pocos.
Utilizou-se 190 puL de solucdo tampéao Tris 10 mM, CaCl. 10 mM, NaCl 100 mM, e
pH 8.0 contendo o substrato cromoégeno &cido 4-nitro-(3-octanoiloxi)-benzdico
(4N30AB) e 10 pL de amostras (VBd 8,5 ug, BdipTX-I 1 e 9,2 pg e BdipTX-Il 1 pg)
ou de agua (controle negativo). A solucéo foi incubada a 37 °C e a leitura foi feita em
espectrofotometro Econ (Biotek) a 440 nm em intervalos de 30 segundos durante 30

minutos.
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3.2 SEQUENCIAMENTO PARCIAL DE BdipTX-I

O sequenciamento da estrutura N-terminal da proteina isolada foi
realizado em microsequenciador automatico PPSQ-33A (Shimadzu), o qual utiliza o
processo quimico de sequenciamento por clivagem N-terminal, derivado do método

desenvolvido por Pehr Edman conforme descrito por Gray (1972).

3.3 ATIVIDADE BIOLOGICA — EFEITO LOCAL E SISTEMICO

3.3.1 Animais utilizados nos experimentos

Foram utilizados camundongos Swiss machos, com peso entre 18 a 22 g,
fornecidos pelo Biotério do Instituto de Pesquisa em Patologias Tropicais —
IPEPATRO/FIOCRUZ. Os animais foram mantidos em condi¢cées padronizadas de
biotério com temperatura e luz controladas, agua e alimentacdo ad libitum até o
momento dos experimentos. Aprovacdo na Comissdo de Etica na Utilizacdo de
Animais (CEUA) 2012/08.

3.3.2 Obtencao das amostras de plasma e urina

Os experimentos foram feitos conforme descrito anteriormente por Souza
e colaboradores (2012). Os camundongos (grupos de cinco animais) foram
inoculados com 50 pg de veneno de B. diporus (VBd) ou BdipTX-I (PLA2) diluidos em
20 pL de salina estéril 150 mM no muasculo gastrocnémico direito, utilizando-se como
controle solucdo salina 150 mM. Os animais inoculados foram mantidos
individualmente em gaiolas metabolicas durante trés horas para a coleta de urina. O
sangue foi coletado pelo plexo orbital com o auxilio de pipetas heparinizadas e
centrifugado a 2205 x g durante 5 minutos para obtencdo do plasma. As amostras
foram mantidas refrigeradas (2 a 6 °C) até o momento das dosagens. A avaliagdo do
efeito sistémico foi realizada por meio da utilizacédo de Kits de diagnostico, seguindo
as instrucbes de uso do fabricante, com adaptacbes quanto aos volumes
observando as devidas proporgfes. A leitura foi feita em espectrofotdmetro Econ
(Biotek).
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3.3.3 Edema

Grupos de quatro animais foram injetados no coxim plantar da pata
posterior direita com 20 uL de solucéo preparada com NaCl 150 mM e BdipTX-1 ou
VBd, nas concentracdes de 5 e 20 pg / pata. A pata contralateral controle foi injetada
com 20 pL de NaCl 150 mM estéril . O aumento do volume da pata foi determinado
com o auxilio de um pletismémetro Ugo Basile, nos tempos de 0, 0,5, 1, 2, 3, 6 € 24
horas ap6s a injecdo do VBd ou da BdipTX-I. Os resultados foram expressos como o

aumento percentual do volume das patas experimental em relacdo as patas controle.

3.3.4 Atividade miotdoxica

Foram injetados 50 pg da BdipTX-1 ou VBd diluidos em 20 pL de PBS no
musculo gastrocnémico direito de camundongos Swiss (18-22 g) (grupos de 5
animais). Depois de 3 horas, o sangue foi coletado do plexo orbital com pipetas
heparinizadas e centrifugado a 22,05 x g durante 5 minutos para obtencdo do
plasma. A atividade miotoxica foi avaliada com kits de diagndstico laboratoriais,
sendo dosadas as atividades das enzimas creatina quinase (CK), sua fracéo
cardiaca CK-MB e a desidrogenase lactea (LDH).

Para dosagem de CK-total foi utilizado sistema para determinacéo
guantitativa da Creatina Quinase Total CK-NAC Liquiform (Labtest, Ref.: 117). Para
iIsso, 5 pL de plasma foi incubado durante 3 min a 37 °C com 250 pL do reagente de
trabalho (RT). A leitura foi feita em espectrofotbmetro a 340 nm e a atividade
expressa em unidades/litro (U/L) foi determinada pela comparacdo com uma
amostra padréao fornecida pelo fabricante do kit.

A atividade da fragdo CK-MB foi realizada com sistema para
determinacdo da isoenzima MB da Creatina Quinase em modo cinético CK-MB
Liguiform (Labtest, Ref.: 118). Foram adicionados 200 pL de RT a 10 yL de amostra
(plasma). A mistura foi homogeneizada e incubada durante 5 minutos a 37 °C, onde
foi realizado o registro da absorbancia inicial (A1), a 340 nm. Em seguida, a amostra
foi incubada por mais 5 minutos e registrada a absorbancia final (A2). A atividade
CK-MB (U/L) foi determinada pela comparacdo com uma amostra padréo fornecida

pelo fabricante do kit.
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As taxas de Desidrogenase Lactica (LDH) foram avaliadas com sistema
para determinacdo da Desidrogenase Lactea por método cinético LDH Liquiform
(Labtest, Ref.: 86). Foram adicionados 250 yL de RT a 5 pL de amostra (plasma). A
mistura foi homogeneizada e incubada durante 1 minuto a 37 °C e registrada a
absorbancia inicial (A1) e apés mais 2 minutos, a absorbancia final (A2). A leitura foi
feita em espectrofotbmetro a 340 nm. A atividade LDH (U/L) foi determinada pela

comparacao com uma amostra padrao fornecida pelo fabricante do kit.

3.3.5 Efeitos sobre a funcao hepética

Para avaliacdo do efeito hepatotdxico causado pelo VBd e pela BdipTX-I
foram dosadas as enzimas Aspartato Amino transferase (AST), Alanina
Aminotransferase (ALT), Gama Glutamil Transferase (GGT) em conjunto com a
liberacdo da Fosfatase Alcalina (FAL).

A atividade da AST foi dosada com sistema para determinacdo da
Aspartato Amino transferase ou Transaminase Glutamico Oxalacética em modo
cinético AST/GOT Liquiform (Labtest, Ref.: 109). Foram adicionados 200 pL de RT a
20 pL de amostra (plasma). A mistura foi homogeneizada e incubada durante 1
minuto a 37 °C e registrada a absorbancia inicial (A1) e apdés mais 2 minutos a
absorbéancia final (A2). A leitura foi feita em espectrofotémetro a 340 nm. A atividade
da TGO (U/L) foi determinada pela comparacdo com uma amostra padrao fornecida
pelo fabricante do kit.

A dosagem de ALT foi feita com sistema para determinacéo da Alanina
Aminotransferase ou Transaminase Glutamico Pirdvica em modo cinético ALT/GPT
Liguiform (Labtest, Ref.: 108). O procedimento consistiu em adicionar 200 pL de RT
a 20 pL de amostra (plasma). A mistura foi homogeneizada e incubada durante 1
minuto a 37 °C e registrada a absorbancia inicial (A1) e, ap6s mais 2 minutos, a
absorbéancia final (A2). A leitura foi feita em espectrofotdmetro a 340 nm. A atividade
da TGO (U/L) foi determinada pela comparacdo com uma amostra padrao fornecida
pelo fabricante do kit.

A atividade da GGT foi avaliada com sistema para determinagao
quantitativa da atividade da y-Glutamil Transferase em modo cinético GAMA GT
Liquiform (Labtest, Ref.: 105). Para dosagem, foram adicionados 200 yL de RT a 10

pL de amostra (plasma). A mistura foi homogeneizada e incubada durante 1 minuto



33

a 37 °C e registrada a absorbancia inicial (A1) e, apds mais 2 minutos, a absorbancia
final (A2). A leitura foi feita em espectrofotometro a 405 nm. A atividade da GGT
(U/L) foi determinada pela comparacdo com uma amostra padréo fornecida pelo
fabricante do kit.

A atividade da fosfatase alcalina (FAL) foi feita utilizando-se sistema para
determinacdo da fosfatase alcalina por método cinético de tempo fixo e medicao de
ponto final FOSFATASE ALCALINA (Labtest, Ref.: 40). Para a dosagem, misturou-
se 10 pL de amostra (plasma) a uma solucao previamente incubada a 37 °C durante
2 minutos de substrato (n°1) e tampéo (n°2) e incubou-se por 10 minutos a 37 °C.
Acrescentou-se 400 pL do reagente de cor (n° 3). Em seguida foi feita a leitura em
espectrofotometro a 590 nm. A atividade da Fosfatase Alcalina (U/L) foi determinada

pela comparacdo com uma amostra padréao fornecida pelo fabricante do kit.

3.3.6 Efeitos sobre a funcgéo renal

Para avaliacdo do efeito nefrotoxico causado pelo VBd e pela BdpTX-I,
dosou-se os marcadores bioquimicos da funcéo renal creatinina e ureia no plasma e
na urina além de proteinas totais e calcio na urina.

A dosagem de creatinina foi feita com kit CREATININA CINETICA K067
(Bioclin). Foram adicionados 200 pyL de RT a 20 pyL de amostra (plasma ou urina). A
mistura foi homogeneizada e incubada durante 30 segundos a 37°C e registrada a
absorbancia inicial (A1) e aos 90 segundos a absorbancia final (Az). A leitura foi feita
em espectrofotometro a 510 nm. A quantidade de creatinina (mg/dL) liberada foi
determinada pela comparacdo com uma amostra padrédo fornecida pelo fabricante
do kit.

A dosagem de ureia no soro e no plasma foi realizada utilizando-se
sistema enzimatico-colorimétrico para determinacédo de ureia por reacdo de ponto
final UREIA CE (Labtest). O procedimento experimental consistiu em adicionar em
microtubos 5 pyL de amostra (plasma ou urina diluida 1:50) mais 500 pL de RT
(uréase tamponada). A mistura foi homogeneizada e incubada a 37 °C durante 5
minutos. Em seguida, 500 pL de oxidante de uso foram adicionados a mistura inicial
e mais 5 minutos de incubagdo foram aguardados. Apos incubacgdo, 200 pL das
solugdes foram postos em placa de 96 pocos e a leitura da absorbancia feita em

espectrofotometro a 600 nm. A quantidade de ureia excretada (mg/dL) foi



34

determinada pela comparagdo com uma amostra padréo fornecida pelo fabricante
do kit.

A excrecdo de proteinas na urina foi avaliada com sistema para
determinacao de proteinas na urina e liquor por reacao de ponto final SENSIPROT
Labtest. Para dosagem foram adicionados 10 pL de amostra a 200 pL de reagente
do reagente de cor. A mistura foi incubadada durante 5 minutos a 37 °C e entdo a
leitura foi feita em espectrofotdmetro a 600 nm. A gquantidade de proteinas liberada
(mg/dL) foi determinada pela comparacdo com uma amostra padrao fornecida pelo
fabricante do kit.

A excrecao de célcio na urina foi avaliada com sistema para determinagéo
de calcio por reacdo de ponto final CALCIO Liquiform Labtest (Ref.: 90). Foram
adicionados 10 pL de amostra a 500 uL de RT e procedeu-se a leitura em
espectrofotometro a 570 nm. A quantidade de célcio liberada (mg/dL) foi
determinada pela comparagdo com uma amostra padréo fornecida pelo fabricante
do kit.

3.4 Andlise estatistica

Os dados experimentais foram analisados estatisticamente por Analise de
Variancia (ANOVA - one-way analyses of variance), seguida de teste de poOs-teste
Tukey. Os resultados obtidos foram expressos como média + erro padrdo da média
(EPM). Sendo, que a diferenca entre as médias foi considerada significante quando
p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 ISOLAMENTO DAS PLA:2s DE B. diporus

4.1.2 Etapas Cromatogréficas e eletroforéticas

O fracionamento do veneno de B. diporus por cromatografia de troca
ibnica em coluna de CM-Sepharose resultou na coleta de sete fracbes, que foram
denominados P | a P VII, como pode ser observado na Figura 6. As fracdes, assim
como o veneno bruto foram submetidos a andlise por SDS-PAGE em gel de
poliacrilamida 12,5 % (Figura 7). Dois critérios foram levados em consideragéo para
escolha das fracbes a serem purificadas: o tempo de retencdo com relacdo a
concentracdo da solucdo B e o peso molecular correspondente ao de PLA:2
(aproximadamente 14 KbDa). As fracbes P VI e P VIl apresentaram essas
caracteristicas e por isso foram selecionadas para o processo de purificagcdo em

cromatografia de fase reversa em coluna C-18.
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Figura 6. Fracionamento do VBd por cromatografia de troca idnica. 50 pg de VBd diluidos em 1
mL de NH4HCO3s 20 mM pH 8,0 foram eluidos em gradiente crescente NHsHCO3s (20 a 500 mM), em
coluna contendo CM-Sepharose previamente equilibrada com solucdo de NHsHCO3 20 mM, fluxo 1
mL / minuto. As fra¢Bes cuja absorbancia a 280 nm foi relevante foram coletadas e denominadas P |
aP VIl
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O perfil eletroforético do VBd e de suas fracdes revelou ainda a possivel
presenca de PLA2s &cidas nas fracbes P Il e P Il e proteasesem P Il, P Ill, P IVe P
VI (Figura 7).

Kba PM VBd P I Pl PIl PIV PV PVI P Vil
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Figura 7. Perfil eletroforético do VBd e das fracdes obtidas por cromatografia de troca iénica.
O VBd e as fragdes (P | a PV Il) foram submetidos a analise por SDS-PAGE em gel de poliacrilamida
12.5 % em condi¢8es redutoras e coradas com solugdo contendo Coomassie Brillant Blue 0,08 %
(m/v), sulfato de aluminio 8,0 % (m/v), acido o-fosférico 1,6 % (m/v) e metanol 20,0 % (v/v) pelo
periodo de 2 horas. As bandas obtidas foram comparadas ao padréo de PM.
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A fragdo P VIl foi submetida a uma Unica etapa de cromatografia de fase
reversa, na qual foi purificada a primeira PLA2 basica do VBd, que foi intitulada
BdipTX-1 (Figura 8). Pode-se observar pelo cromatograma abaixo que BdipTX-l é

eluida com, aproximadamente 35,4 % de solucéo de acetonitrila + TFA 0,1 %.

—UV 280nm
mAU
100
2500 <— BdipTX-I
80
2000 *
o
s
60 &
1500 s
b=
[+]
o
]
1000 03
x
500 20
0 0
00 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 mL

Figura 8. Purificagdo de BdipTX-l por cromatografia de fase reversa. A fragdo P VIl foi diluida em
solugdo de TFA 0,1 % e eluida em gradiente de 0 a 70 % de acetonitrila + TFA 0,1 %, em coluna
Discovery® C-18, fluxo de 1 mL / minuto. A seta indica a PLA: bésica isolada do veneno de B.
diporus, BdipTX-I, a qual é eluida com 35,4 % da solugéo de acetonitrila + TFA 0,1 %.
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A fragdo P VI também foi submetida & cromatografia de fase reversa e
deu origem a mais seis fragdes, intituladas D | a D VI (Figura 9). As fragbes foram
testadas quanto a atividade fosfolipasica e D Ill, que é eluida com 37 % da solucéo
de acetonitrila + TFA 0,1 %, revelou ser enzimaticamente ativa. Porém, D Il continha
impurezas e necessitou passar por uma nova etapa cromatografica em coluna de
fase reversa, que resultou no isolamento da segunda fosfolipase basica do veneno

de B. diporus, denominada BdipTX-II.
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Figura 9. Isolamento de BdipTX-Il por cromatografia de fase reversa. A fracdo denominada P VI
foi diluida em solucdo de TFA 0,1 % e eluida em gradiente de 0 a 70 % de acetonitrila + TFA 0,1 %,
em coluna Discovery® C-18, fluxo de 1 mL / minuto. Foram obtidos 6 frages denomindas D | a D VI.
Apés teste enzimético a fracdo D Il foi identificada como tendo atividade PLA:2 e foi novamente
submetida a cromatografia de fase reversa, na qual foi isolada BdipTX-II.
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Apés as etapas cromatograficas, BdipTX-I e BdipTX-Il foram analisadas
por SDS-PAGE em gel de policrialamida 15 % para averiguar a massa molecular
aproximada, comparando-se ao padrdo de peso molecular (PM), e a pureza das
duas proteinas isoladas (Figura 10). A analise do gel demonstrou que as duas PLAzs
apresentaram grau de pureza satisfatério, sem a presenca de bandas interferentes e
que a massa molecular aproximada das proteinas esta torno de 14 kDa.
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Figura 10. Eletroforese das PLA3s isoladas do VBd. BdipTX-l e a BdipTX-Il de B. diporus foram
submetidas a analise por SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 15 % em condi¢es redutoras, corado
em solucdo contendo Coomassie Brillant Blue 0,08 % (m/v), sulfato de aluminio 8,0 % (m/v), &cido o-
fosférico 1,6 % (m/v) e metanol 20,0 % (v/v) pelo periodo de 2 horas. As bandas obtidas foram
comparadas ao padrdo de PM e observadas quanto a presenca de impurezas.
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4.1.3 Atividade fosfolipasica indireta

O teste de hemolise indireta demonstrou que o VBd, as fracbes Pll e P Il
e BdipTX-1l possuem atividade fosfolipasica, uma vez que houve formacédo de halos
hemoliticos translicidos. Em constraste, a BdipTX-l ndo parece ser
enzimaticamente ativa, ja que ndo houve formacgdo de halo nos orificios testados
(Figura 11).

PllePl

VBd

Bdip TX-l

BdipTX-

Figura 11. Atividade hemolitica indireta do VBd, fracBes e toxinas isoladas. Uma solucéo
contendo 3 mL suspencd@o de hemacias (3 %), 150 pL de CaCl2 10 mM e 100 pL de suspenséo de
gema de ovo 10 % (m/v) foi adicionada a uma solugdo composta de 180 mg de agarose e 15 mL de
PBS. No gel formado foram feitos pequenos orificios (2 mm) onde foram acrescentados 3 pL de
amostra. Apos 12 horas de incubacdo a 37 °C verificou-se a formac¢do de um halo translicido ao
redor do orificio, indicando a atividade indireta de PLA2 has amostras.
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4.1.4 Atividade fosfolipasica direta

A atividade fosfolipasica direta, utilizando 4N3OAB como substrato,
confirmou que BdipTX-I é enzimaticamente inativa, visto que as duas concentracfes
testadas (5 e 46 pg/mL) nédo apresentaram atividade. Por sua vez, tanto o VBd (42,5
pug/mL) quanto BdipTX-1l (5 pg/mL) apresentaram atividade de catélise sobre o
substrato testado, o que pode ser observado pelo aumento da DO em 425 nm,

conforme a Figura 12 mostra.

BdipTX-11'5 pg/mL
BdipTX-15 pg/mL
BdipTX-146 pug/mL
VBd 42,5 pug/mL
Controle

0.104

PERT’

DO (425 nm)

Tempo (minnutos)

Figura 12. Atividade fosfolipasica do VBd, BdipTX-l e BdipTX-Il sobre o0 4N30OAB. Adicionou-se
190 pL de solugdo tampdo contendo o substrato cromégeno N4O3AB e 10 pL de amostras (VBd 42,5
pg/mL, BdipTX-1 5 e 42,5 pg/mL e BdipTX-ll 5 pug/mL) ou de agua (controle negativo). A solugéo foi
incubada a 37 °C e a leitura feita em espectrofotometro a 425 nm em intervalos de 30 segundos
durante 30 minutos. Os dados representam a D.O. da leitura cinética.
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4.2 SEQUENCIAMENTO PARCIAL DE BdipTX-I

O sequenciamento parcial de BdipTX-I foi obtido em microsequenciador
utilizando processo quimico de sequenciamento por clivagem N-terminal, derivado
do método desenvolvido por Pehr Edman. A sequencia dos 68 primeiros
aminoacidos de BdipTX-l revelou a presenca de uma Lisina na posicdo 49,
confirmando que a proteina isolada pertence a classe das sPLA2vs Lys-49 (TABELA
2).

TABELA 2- Sequéncia parcial de aminoacidos de BdipTX-I.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
SLFELGKMI -LQETG GKNPAK

21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
S YGAYGCNCGVLGRGKUPKEA

41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60
TQRCCYVHKCCYKKLTSGCDFP

61 62 63 64 65 66 67 68 69
K KDRYSYSW

A sequencia acima foi submetida a anélise no banco de dados do NCBI
(National Center for Biotechnology Information) por meio do programa BLAST
2.2.28+ (NCBI/ BLAST/ blastp suite/ Formatting Results- MEOKWF8EQ14

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi)). Pela analise foi possivel fazer o alinhamento

multiplo com outras PLA: isoladas de venenos de serpentes (Figura 13).


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&RID=ME0KWF8E014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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PLA; Espécie Sequéncia de aminoacidos Identidade % ID

BdipT-| Bdiporus 1SLFELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGYV LGRGKPKEATQRCCYVHKCa4g lcl|89222
BthTX-l  B.jororocossy 1 SLFELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGY LGRGKPKDATDRCCYVHKCa 96 emb| CAA55334.2
Miotoxinall Bosper 1SLFELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGV LGRGKPKDATDRCCYVHKC A 94 EdblCLPﬂ.
Bnsp-7  Bopouloensis 1 SLFELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGV LGRGQPKDATDRCCYVHKC4 94 pdb| 1PAD|A
Piratoxinall ~ B.pigjoi 1 SLFELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGV LGRGKPKDATDRCCYVHKCa 94 pdb|1QLL[A
Bhitx-ll Bhroziih 1SLFELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGYV LGRGKPKDATDRCCYVHKCA4s 94 Edh-‘f”([]gﬂ.
Bnsp-6 Bpouloensis 1 SLFELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGY LGRGGPKDATDRCCYVHKCa4 94 gdhlPCQA
Bnlv Brneuwiedi 1 SLFELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGY LGRGGPKDATDRCCYVHKCA 93 db|3MLM A
M-Il Bmoojeni 1SLFELGKMILQETGKNPAKSYGVYGCNCGVGGRGKPKDATDRCCYVHKCA9 93 pdb]| 1XXS|A
blk-PLA2 Blewcurus 1 SLFELGKMILQETGKNSVEKSYGYVYGCNCGY GGRGKPKDATDRCCYVHKCG a0 sp|P86975.1|PA2HB BOTLC
BaTX Bagsper 1SLFELGKMILQETGKNPAKSYGAYYCYCGWGGAQGOQPKDATDRCCYVHEKCA49 86 sp|P86453.1|PA2HB BOTAL
PLA2 Espécie Sequéncia de aminoacidos Identidade % ID

BdipTX-I B.diporusm so CYKKLTGCDPKKDRYSYS W g8 [cl|89222

BthTX-I B.jararacossu so CYKKLTGCDPKKDRYSYS W egs 97 emb|CAA55334.2

Miotoxina Il B. asper 50 CYKKLTGCNPKKDRYSYSW e6s 96 pdb|1CLP|A

Bnsp-7 B.pauloensis so CYKKLTGCDPKKDRYSYSW 68 96 pdb|1PAO|A

Piratoxina Il B. pirajai so CYKKLTGCNPKKDRYSYSW es 96 pdb|1QLL[A

Bbtx-1I B. brazili s0 CYKKLTGCDQKKDRYSYS W es 96 pdb|4K09|A

Bnsp-6 B.pauloensis so CYKKLTGCDPKKDRYSYSW 68 96 pdb|1PC9|A

Bn IV B.neuwiedi so CYKKITGCDPKKDRYSYSW e 94 pdb|3MLM|[A

MjTX-II B.moojeni 50 CYKKLTGCDPKKDRYSYSW gs 94 pdb|1XXS|A

blk-PLA2 B.leucurus so CYKKLTGCDPKKDRYSYSW gg 91 sp|P86975.1| PA2HB_BOTLC

BaTX B. asper so CYKKLTGCNPKKDRYSYSW egs 87 sp|P86453.1|PA2HB BOTAL
Figura 13. Alinhamento multiplo da sequencia dos primeiros 68 aminoacidos de BdipTX-l com outras PLA, de venenos de serpentes. As

sequencias idénticas sdo destacadas com o fundo rosa e as similares com fundo amarelo.
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4.3 ATIVIDADE BIOLOGICA DO VBd E DE BdipTX-I — EFEITOS LOCAIS E
SISTEMICOS

4.3.1 Edema

A formacdo do edema foi avaliada varios intervalos de tempo apos a
injecdo intraplantar de VBd ou BdipTX-I, em diferentes doses (5 e 20 ug / pata), ou
salina apirogénica (controle). Observou-se um aumento significativo do edema a
partir de 0,5 h em todas as doses testadas (5 e 20 ug / pata) tanto para VBd quanto
para BdipTX-1 (Fig.14), com pico na 1 h e decaindo nas 24 h, efeito ndo observado

na dose de 20 ug / pata de VBd.
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Figura 14. Atividade edematogénica do VBd e da BdipTX-l em camundongos Swiss. Grupos de
4 animais foram inoculados no coxim plantar direito com 5 ou 20 pg de VBd ou BdipTX-l. Como
controle foi usada a pata contralateral esquerda, que recebeu inje¢do de salina estéril. O aumento no
volume das patas inoculadas com as toxinas (patas testes) foi monitorado com um pletismémetro, nos
tempos de 0, 0,5, 1, 2, 3, 6 e 24 horas. A) Atividade edematogénica de BdipTX-l. B) Atividade
edematogénica do VBd. C) Atividade edematogénica de BdipTX-l e VBd em % do aumento do
edema. Os dados foram expressos como média + EPM, sendo *p < 0,05 em relagdo a pata controle
(A e B) ou a BdipTX-I 5ug/pata (C) e #p < 0,05 quando comparadas as duas doses testadas nas patas
testes (ANOVA).
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4.3.2 Atividade miotéoxica

Para a avaliacdo da atividade miotoxica foram dosados os niveis séricos
das enzimas CK total, CK-MB e LDH no plasma de camundongos Swiss que
receberam a injecdo i.m. de VBd e de BdipTx-1 (50 pug / 20 yL de NaCl 150 mM), Os
resultados obtidos mostraram que, comparados ao grupo controle, que recebeu
apenas injecdo i.m de solucao salina estéril 150 mM, o VBd causou um aumento de
284 % e BdipTX-I de 127 % na atividade da CK-total. O grupo controle teve média
de producédo de CK de 859 U/L, VBd 3302,7 U/L e BdipTX-I 1954,8 U/L, sendo que
tanto o aumento de CK sérico causado por VBd quanto BdipTX-lI foram
estatisticamente significantes em relacdo ao controle (Figura 15). Observa-se
também que ndo houve aumento significativo dos niveis de CK-MB. Entretanto,
houve um aumento na atividade da LDH tanto em animais tratados com o VBd
guanto naqueles tratados com BdipTX-l. A média da atividade da LDH do grupo
controle foi de 194 U/L, ao passo que VBd apresentou média de 516 U/L, o que
corresponde a um aumento de 165,9 %, e o BdipTX-I teve média de 870 U/L, com
aumento de 348,3 %. Sendo o aumento da atividade da LDH causada por BdipTX-I

significativamente mais elevado em relacdo ao VBd.
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Figura 15. Efeito miotéxico do VBd e da BdipTX-l em camundongos Swiss. Foram injetados 50
Mg de VBd ou BdipTX-I no musculo gastrocnémico direito de camundongos Swiss (grupos de 5
animais). Os animais controle receberam 20 pL de solucdo salina estéril 150 mM. Apds 3 horas, 0
sangue foi coletado e o plasma separado para determinacdo das atividades da CK-total (A), CK-MB
(B) e LDH (C) utilizando-se Kits cinéticos CK-NAC, CK-MB Liquiform e LDH Liquiform (Labtest),
respectivamente. Os dados foram expressos como média £+ EPM. *p < 0,05 em relagdo ao controle. #p
< 0,05 em relagdo a BdipTX-l em A e ¥p < 0,05 em relagéo a VBd em C (ANOVA).
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4.3.3 Efeitos sobre a funcéo hepética

O efeito do VBd e de BdipTX-I sobre a funcdo hepética dos camundongos
foi avaliado pela analise da alteracdo das enzimas: AST, ALT, GGT e FAL. Na
Figura 16 é possivel observar que a AST foi a Unica enzima que apresentou
alteracéo nos niveis séricos. O VBd (305 U/L) induziu um aumento de 216,6 % nos
niveis de AST, enquanto BdipTX-l (389,3 U/L) causou um aumento de 304 %,
guando comparados ao controle (96,3 U/L). Em relagdo aos demais marcadores nao
houve alteracédo significativa.

5001 501
—_ *kk
~ —
5 400 3
= Fkk -
2 3001 2
3 3
[3) i )
g 200 3
k<l b=}
Z N 2
2 100 2
0 - T T
N N
\o\z A‘bb '\+ {\"
R\ R R
C Q )
80+
= g
2 60 %
o £ -
2 =
& 404 g
5 b
o 8
2 204 g
g 2
0- . T
X X
& ® < &
N &Q &Q
C & Q

Figura 16. Efeito do VBd e da BdipTX-I sobre a funcéo hepatica de camundongos Swiss. Foram
usadas amostras de plasma coletadas de grupos de 5 animais ap6s 3 horas da injegdo i.m. de 50ug
do VBd ou de BdipTX-I ou somente salina (grupo controle). A) Atividade da AST (U/L) dosada com kit
AST/GOT Liquiform (Labtest). B) Atividade da ALT (U/L) avaliada com kit ALT/GPT Liquiform
(Labtest). C) Atividade da GGT dosada com Kit GAMA GT Liquiform (Labtest). D) Atividade da
fosfatase alcalina avaliada com Kit Fosfatase Alcalina (Labtest). Os dados foram expressos como
média + EPM. *p< 0,05 em relacdo ao controle (ANOVA).
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O efeito de VBd e BdipTX-I sobre a funcdo renal dos camundongos foi

avaliado a partir da dosagem de uréia e creatinina (presentes no plasma e na urina),

e excrecdo de proteinas e calcio na urina. De acordo com a Figura 17 pode-se

observar que somente o VBd induziu excre¢ao de ureia na urina e no plasma dos

camundongos. Em contrapartida, BdipTX-I foi capaz de induzir aumento significativo

dos niveis urinarios de creatinina e proteinas totais, indicando possivel lesdo renal,

que também pode ser atribuida ao VBd. Os niveis séricos de creatinina e calcio

urinéario ndo foram alterados. A Tabela 3 mostra a média e o percentual do aumento

causado pela alteracdo dos marcadores de lesao renal pelo VBd e pela BdipTX-I.

TABELA 3-Marcadores de lesao renal alterados pelo VBd e BdipTX-I.

Marcador Controle BdipTX-I
Média Média % Média %
(mg/dL) (mg/dL) aumento (mg/dL) aumento
Ureia sérica 45,2 92,3 104,0 51,6 14,2
Ureia urinaria 6475,3 9454,1 46,0 6144,0 -5
Creatinina
urinaria 11,1 40,3 2625 27,1 143,7
Proteinas
urinarias 983,8 1985,4 101,8 1773,5 80,3
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Figura 17. Efeito do VBd e da BdipTX-l sobre a fun¢éo renal de camundongos Swiss. Foram
usadas amostras de plasma coletadas de grupos de 5 animais apés 3 horas da i.m. de 50 ug do VBd
ou de BdipTX-I ou salina (grupo controle). A) Uréia sérica (mg/dL) dosada com Ureia CE (Labtest).
B) Uréia urinaria (mg/dL) avaliada com kit Uréia CE (Labtest). C) Creatinina sérica (mg/dL) dosada
com kit Creatinina Cinética (Bioclin). D) Creatinina urinaria (mg/dL) dosada com kit Creatinina Cinética
(Bioclin). E) Excregdo de proteinas na urina dosada com Kit SENSIPROT (Labtest). F) Excrecéo de
célcio na urina dosada com Kit Célcio Liquiform (Labtest). Os dados foram expressos como média +
EPM. *p < 0,05 em relacé@o ao controle e #p < 0,05 em relagcao a BdipTX-lI (ANOVA).
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5 DISCUSSAO

As PLA:2 sé@o proteinas presentes em quantidades consideraveis nos
venenos de serpentes, particularmente nas do género Bothrops. Elas estéo
diretamente relacionadas com a fisiopatologia do envenenamento, pois Sao
responsaveis por diversos distiurbios locais e sistémicos, que incluem a
miotoxicidade, efeitos pro-inflamatorios como inducdo de edema, recrutamento
leucocitario , ativacdo de leucacitos, liberacdo de citocinas inflamatérias como IL-1,
IL-6 e TNF-a, , além de induzir lesdes renais, cardiovasculares e neurolbgicas
(ZULIANI et al., 2005a; ZULIANI et al., 2005b; GUTIERREZ et al., 2008; PONCE-
SOTO e MARTINS-DE-SOUZA, 2010; TOYAMA et al.,, 2011; MARANGONI et al.,
2013; RUEDA et al., 2013; SETUBAL et al., 2013). Além disso, sabe-se que as
sPLA2 possuem estruturas primarias altamente conservadas, o que significa que as
sPLA2vs possuem homologia com as sPLA2 de mamiferos, podendo o estudo de
seus mecanismos de acao contribuir para o entendimento do papel das sPLA2 em
diversas patologias. Por estes motivos, 0 presente estudo teve como alvo uma
sPLA: isolada do veneno de B. diporus, onde sua agéo foi comparada ao veneno
bruto nos efeitos locais e sistémicos.

As sPLA: basicas isoladas no presente estudo, BdipTX-I e BdipTX-Il, sdo
inéditas na espécie B. diporus. Os testes enzimaticos de atividade fosfolipasica com
diferentes substratos (Figuras 11 e 12) demonstraram que BdipTX-lIl €
enzimaticamente ativa e, possivelmente, trata-se de uma PLA2 Asp-49. Contudo, em
virtude da pequena quantidade de proteina isolada, nao foi possivel a realizacao dos
testes biolégicos e o0 sequenciamento de BdipTX-ll. Por outro lado, foram
sequenciados os primeiros 68 aminoacidos de BdipTX-l, o que revelou a presenca
de uma Lys na posicdo 49, confirmando a inatividade enzimatica previamente
observada nos testes de atividade fosfolipasica. Com base nesses dados, pode-se
afirmar que BdipTX-1 € uma sPLA: basica Lys-49 com cerca de 14KDa.

Diversas sPLA:z basicas do tipo Lys-49 ja foram isoladas de venenos de
serpentes, sendo que a maioria possui entre 120 e 138 residuos de aminoacidos em
sua estrutura primaria e o peso molecular varia entre 10 e 15KDa, como pode ser
observado na TABELA 4.
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TABELA 4 - sSPLA2 Lys-49 isoladas do veneno de serpentes.

Denominagéo Espécie Peso Residuos de Referéncia
molecular aminoacidos
(KDa)
BmijeTX-I Bothrops 14 * PONCE-SOTO et
marajoensis al., 2010.
BmjeTX-Il Bothrops 14 * PONCE-SOTO et
marajoensis al., 2010.
BnSP-7 Bothrops * 121 FONTES et al.,
pauloensis 1999.
Bp-12 Bothrops 13,8 122 RANDAZZO-
pauloensis MOURA et al.,
2008.
BmTX-I Bothrops moojeni 14 121 CALGAROTTO
et al., 2008.
Bn-1IV Bothrops 14 120 TOYAMA et al.,
neuwiedi 2011.
BaTX Bothrops 14 121 PONCE-SOTO et
alternatus al., 2007.
BthTx-I Bothrops 13,7 121 CINTRA et al.,
jararacussu 1993.
Miotoxina Cerrophidion * 121 DE AZEVEDO et
(Bothrops) al, 1998.
godmani
Acutohae- Agkistrodon * 122 LIU et al., 2003.
molysin acutus
Miotoxina | Bothrops asper 10,7 122 GUTIERREZ et
al., 1984.
BP-Il, Proteina ProtoBothrops * 138 LIU et al., 1990.
I flavoviridis
Bothrops asper 13,3 137 LOMONTE et al.,

Myotoxin I

1989.
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Miotoxina Il

APP-K-49

TMV-K49

BP-II

Miotoxina IVa

Myotoxin Il

Cax-K49
Pgo-K49

BaTX

Bothrops Moojeni

Agkistrodon
piscivorus
piscivorus

ProtoBothrops
mucrosquamatus
ProtoBothrops
flavoviridis

Bothrops asper

Bothriechis
schlegelii
Crotalus atrox
Cerrophidion
godmani
Deinagkistrodon
acutus

B. asper

14

15

*

14

122

121

122

138

137

137

137
137

138

121

DE AZEVEDO et
al., 1998.
MARAGANORE
e HEINRIKSON,
1986.

LIU et al., 1991.

MURAKAMI et
al., 2009.
LIZANO et al.,
2001.
ANGULO et al.,
1997.
TSAl et al., 2001
TSAl et al., 2001.

FAN et al., 1999.

PONCE-SOTO et
al., 2007.

* Dado ndo descrito pelos autores.

Dentre essas fosfolipases, o alinhamento multiplo da sequéncia parcial de

BdipTX-I revelou uma grande identidade em sua sequéncia primaria de aminoacidos

com outras PLA: isoladas de serpentes do género Bothrops, como BthTX-I de B,

jararacussu, Miotoxina Il de B. asper, Bnsp-6 e BnsP-7 de B. pauloensis, Piratoxin-II
de B. pirajai, Bbtx-1l de B. brazili, Bn IV de B. neuwiedi, MjTX-Il de B. moojeni, bIK-

PLA2 de B. leucuros e BaTX de B. alternatus (Figura 13). Também foi possivel

observar que BdipTX-l possui residuos de aminoacidos conservados na regido N-

terminal, que é constituinte da regido de a-hélice da proteina e também contém

residuos que atuam no sitio de ligagdo ao substrato (posi¢ées Leu-5 e Phe-22), que

€ um elemento importante na agdo miotoxica dessas proteinas (CHAVES et al.,
1992; ARNI e WARD, 1996).
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BidipTX-I, assim como o VBd, demonstraram ter atividade edematogénica
(Figura 14). Esse efeito ja foi observado em outras PLA: isoladas e venenos
ofidicos, em especial do género Bothrops (KNI, 1997; PONCE-SOTO et al., 2007,
MARANGONI et al., 2013). Os efeitos edematogénicos tanto do VBd quanto de
BdipTX-I foram semelhantes aos de outros venenos botropicos e PLA: isoladas
(ZYCHAR et al., 2010; HUANCAHUIRE-VEGA et al., 2011). Sendo que, a formacéao
do edema mostrou-se dose-dependente para BdipTX-I, mas ndo para o VBd (Figura
14). Um estudo realizado anteriormente com o VBd mostrou que o veneno possuli
dose edematogénica minima (DEM) de 2,05ug/pata (PEREZ et al., 1998). No
mesmo estudo, a andlise histopatoldgica do tecido dos animais inoculados com 5ug
de VBd mostrou acdo necrosante e infiltrado de células polimorfonucleares em fibras
musculares.

No presente estudo nédo foram estabelecidas as alteragfes teciduais ou a
presenca de mediadores inflamatérios no edema causado pelo VBd ou pela toxina
BdipTX-1. Contudo, dados da literatura demonstram que a atividade edematogénica
das sPLA2vs e venenos de serpentes é caracterizada pelo extravasamento de
fluidos e proteinas plasmaticas, causado por alteracdes na permeabilidade vascular
das vénulas da microcirculacdo presentes no local da lesdo (BARBOSA et al., 2003;
HUANCAHUIRE-VEGA et al., 2011). Estas alteracdes estdo relacionadas a
degranulacdo de mastdcitos e ativacdo de receptores de vasodilatadores como a
histamina, responsavel pela permeabilidade vascular e ativacdo de células
endoteliais (BARBOSA et al., 2003).

Além disso, como demonstra a literatura, o edema causado pelo veneno
bruto é potencializado devido a presenca de outros componentes como as proteases
(serinopreteases e metaloproteases) e L-AAO (GAY et al., 2005; PEREZ et al., 2007;
ZYCHAR et al., 2010). VBd, assim como a maioria dos venenos botropicos, possui
atividade preoteolitica e de LAAO (dados ndo mostrados) e, como pode ser
observado na Figura 14, o edema causado por VBd é significativamente mais
elevado que o causado pela mesma dose de BdipTX-l. A presenca dessas outras
proteinas também pode ser observada na eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5
% realizada com VBd e suas fragOes obtidas ap0s cromatografia de troca ibnica, na
qgual é possivel observar bandas com peso molecular de aproximadamente 30 KDa

tanto em VBd quanto na fracdo P V, indicando a presenca de uma protease (Figura
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7). Na mesma ilustragdo observa-se uma banda em torno de 60 KDa em VBd e na
feacado P II, a qual pode indicar a presenca de uma LAAO.

Salienta-se ainda, que como vem sendo demonstrado pela literatura, a
atividade edematogénica das sPLA2vs independe da acdo enzimatica, sendo que
diversas miotoxinas Lys-49 sdo edematogénicas (PONCE-SOTO et al., 2007,
CALGAROTTO et al.,, 2008; HUANCAHUIRE-VEGA et al., 2011). Para BdipTX-I,
uma sPLA2sv Lys-49, ndo foi diferente. Inicialmente acreditava-se que a formacao do
edema estava diretamente relacionada com a producdo de mediadores lipidicos,
como as PGE2, leucotrienos e tromboxanos derivados da liberagdo do &cido
araquidénico proveniente da clivagem de fosfolipideos de membrana pela acao
enzimatica das sPLA2vs (KINI, 2003). Estudos demonstram que no caso das
sPLA2vs Asp-49 esse mecanismo contribui para a formagédo do edema, bem como
para o estabelecimento da reacao inflamatéria (DENNIS, 1987; CIRINO et al.,1989;
CHAVES et al., 1998;). Contudo, a acdo enzimatica ndo é essencial para inducéo do
edema. ANDRIAO-Escarso e colaboradores (2000) demonstraram uma reducéo em
torno de 50% no edema causado por BthTX-Il, uma sPLA2sv Asp-49 isolada de B.
jararacussu, apés modificacdo quimica dos residuos de histidina por acdo do BPB.
Mas o blogueio da acdo enzimatica ndo impediu por completo a atividade
edematogénica da toxina, sugerindo que ha outros mecanismos envolvidos.

Quanto as sPLA2vs Lys-49, 0s mecanismos necessitam de maiores
esclarecimentos. Mas, € possivel que, assim como a atividade miotoxica dessas
toxinas esta relacionada a sua regido C-terminal, a inducdo do edema possa ocorrer
por mecanismos semelhantes, no qual a ligacdo inicial da regido C-terminal a
membrana plasmatica desencadeia uma serie de eventos que causam desordens na
membrana, influxo de Ca?* e inducdo de sinais intracelulares que culminam com a
liberac@o de mediadores inflamatérios como as citocinas (CHIOATO e WARD, 2003;
AMBROSIO et al., 2005). Essa hipétese sustenta-se com base em estudos como de
Lomonte e colaboradores (1994), no qual peptideos sintéticos produzidos com base
na regido C-terminal da Miotoxina Il de B. asper demonstraram atividade toxica.

A atividade miotdxica de BdipTX-I e VBd foi avaliada pela dosagem dos
niveis séricos de CK-total. A CK € uma isoenzima presente nos tecidos musculares e
envolvida na reserva de energia. Durante a contracdo muscular, a creatina-fosfato
convertida em creatina e ATP, e assim a energia da célula é reposta. Durante o

repouso, a reacao inversa ocorre, e ATP é convertido pela CK em creatina-fosfato
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que serve de reservatério energético (APPLE et al., 1984; ARENAS et al., 1988).
Sendo a CK uma enzima intracelular, sua liberacdo na corrente sanguinea
normalmente decorre de leséo as células do musculo esquelético.

Como ja era esperado, a atividade da CK-total apds a injecdo i.m. de
BdipTX-1 e VBd (50ug/20uL de salina) foi bastante acentuada (Figura 15 A). Em
relacdo a BdipTX-l, o VBd foi significativamente mais miotoxico. Como ja foi dito
anteriormente, isso ocorre, provavelmente, devido a presenca dos demais
componentes do veneno. Somado a dosagem de CK-total, o efeito miotoxico de
BdipTX-l e VBd também pode ser constatado pela dosagem de LDH sérico (Figura
15 C), na qual BdipTX-I demonstrou um efeito significativamente maior que VBd.

A LDH, por sua vez, faz parte da via glicolitica de todas as células do
organismo. Ela catalisa a oxidacao reversivel do lactato a piruvato, na presenca da
coenzima NAD*, que pode ser doadora ou aceptora de protons. A LDH possui cinco
isoformas que sdo formadas a partir da combinacdo tetramérica de suas
subunidades H (miocardio) e M (musculo). Dessa forma existem cinco isoformas de
LDH: LDH-1 (HHHH) e LDH-2 (HHHM), predominantes no miocardio e eritrgcitos;
LDH-3 (HHMM), encontrada nos pulmdes, linfocitos, baco e péancreas; e LDH-4
(HMMM) e LDH-5 (MMMM), presentes no figado e no musculo esquelético. LDH é
encontrada cerca de 500 vezes mais concentrada nos tecidos do que no soro,
portanto, seu aumento sérico € um indicio de lesédo tecidual. E apesar da sua
imprecisdo, quando associada a outros marcadores especificos, o aumento dos
niveis de LDH no soro podem ser devido a lesées musculares, cardiacas, hepéticas
e renais (COPUR et al., 1989; CASSDY et al., 1994).

Comparados a outras sPLA2vs e venenos, parece nao ter havido um
padrdo comportamental na acdo de BdipTX-l e VBd, visto que as PLA: isoladas
foram mais miotoxicas que os respectivos venenos brutos (TABELA 5). E possivel
observar também que com relagdo a uma PLA: isolada de B. pauloensis testada na
mesma dose (50 pg/animal), BdipTX-lI teve valores menores de CK-total. Estes
dados podem indicar uma atividade miotdxica moderada de BdipTX-l. Em
contrapartida, o VBd quando comparado a outros cuja a dose testada foi mesma,
como o de B. pauloensis e B. atrox, apresentou valores mais elevados de CK-total.
Essa diferenca provavelmente esta relacionada a variabilidade da composicao dos
venenos das diferentes espécies (GUTIERREZ et al., 2006;
SHASHIDHARAMURTHY et al., 2010; ADUKAUSKIENE et al., 2011).
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TABELA 5 — Miotoxicidade de algumas sPLAz Lys-49 isoladas do veneno de

serpentes.
Espécie Quantidade CK-total (U/L) CK-total (U/L) Referencia
utilizada (ug) do veneno PLA:zisolada
B. diporus 50 3302,7 1954,8
B. neuwiedi 25 721 1500 TOYAMA et al.,
2011.
B. alternatus 20 - 1400 PONCE-SOTO et
al., 2007.
B. pauloensis 50 515, 4 3747,3 OLIVEIRA et al.,
20009.
B. moojeni 20 ~320 ~400 CALGAROTTO et
al., 2008.
B. 100 - ~2500 ANDRIAO-
jararacussu ESCARSO et al.,
2000.
B. atrox 50 2125 - SOUZA et al..
2012.

-Nao foram testados nos referidos trabalhos.

A atividade miotéxica de sPLA2vs Lys-49 vem sendo alvo de diversos
estudos (ANDRIAO-ESCARSO et al., 2000; PONCE-SOTO et al., 2007;
CALGAROTTO et al.,, 2008; OLIVEIRA et al., 2009; TOYAMA et al.,, 2011).
InvestigagBes iniciais apontaram que a interacdo entre a regido C-terminal das
sPLA2vs, rica em residuos catidnicos, e os fosfolipidios da membrana é essencial
para atividade miotéxica dessas proteinas (LOMONTE et al., 1994; LOMONTE et al.,
1999; NUNEZ et al., 2001). Lomonte e colaboradores (2003) demonstraram que
peptideos sintéticos derivados da regido C-terminal (aminoacidos 115-129) de
sPLA2vs Lys-49 isoladas de Agkistrodon piscivorus piscivorus sao capazes de
induzir elevagdo nos niveis CK sérico em camundongos. S& e colaboradores (2004),
utilizando ensaios de mutagénese em BthTX-l, demonstraram a importancia da
existéncia de um sitio de ligacdo ao substrato que age em conjunto com a regiao C-

terminal da proteina na atividade miotoxica dessa PLA2. Esses e outros estudos
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reforcam a ideia de que a acdo miotdxica da sSPLA2sv Lys-49 depende de uma
interacdo da proteina com os fosfolipidios da membrana plasmatica.

Além disso, estudos posteriores demonstraram que a atividade miotdxica
esta relacionada a existéncia de receptores especificos nas células do musculo
esquelético (GUTIERREZ E OWINBY, 2003). Fato que explicaria as acdes
diversificadas dessas proteinas. Gutiérrez e colaboradores (2008), por exemplo,
demonstraram que uma PLA2 Lys-49 isolada de B. alternatus possui elevada
atividade miotoxica local quando aplicada no tecido muscular, contudo nao foi
observado o mesmo efeito sistemicamente quando a toxina foi injetada por via
intravenosa. Porem, no mesmo estudo foi verificado que a crotoxina de Crotalus
durissus terrificus possui atividade tanto local quanto sistémica. Esses fatos,
segundo os autores, sdo devido a existéncia de receptores os quais a PLAz de B.
alternatus ndo teria tido acesso por via i.v., indicando que sua ligacdo ocorre a
receptores musculares.

Do mesmo modo, diversos trabalhos tem demonstrado que 0s venenos
de serpentes e também as PLA2 induzem lesGes em nivel sistémico, podendo atingir
o funcionamento de érgaos vitais como o coracdo, o figado e os rins tanto em
vitimas humanas como também em animais utilizados em modelos experimentais
(AMARAL et al.,, 1986; BARBOSA et al., 2002; PEICHOTO et al., 2006; GAMA,
2009; SHASHIDHARAMURTY et al., 2010; SOUZA et al., 2012; PATIL et al., 2012,
DIAS et al., 2012). Por este motivo, depois de constatado que BdipTx-l e VBd
possuem efeitos locais edematogénico e miotdxico, o efeito sistémico a partir da
lesdo local foi investigado. Para tanto, foram avaliadas as lesdes hepaticas e renais
pela dosagem de marcadores laboratoriais especificos.

O choque cardiovascular causado por hipovolemia associada a alteracdes
hemodindmicas € uma das principais causas de mortalidade do envenenamento
botrépico (GUTIERREZ et al., 1995; WARREL, 2004). As alteracdes hemodinamicas
sdo causadas pela presenca de substancias hemorragicas, anticoagulantes,
coagulantes e vasodilatadoras, como as metaloproteases, PLAz2, serinoproteases, L-
AAO e proteinas ndo enzimaticas (lectinas do tipo C) (KINI, 2006; GUTIERREZ et
al., 2009; DIAZ et al., 2012).

Tendo em vista esse conhecimento da literatura, associado ao fato de que
CK-MB estad presente exclusivamente no musculo cardiaco, sendo que niveis

séricos elevados de CK-MB normalmente sdo encontrados no soro de pacientes que
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tiveram alguma lesdo nas células do miocéardio, como por exemplo, no infarto agudo
do miocardio (BHAYANA et al., 1993), alteracdes nos niveis séricos dessa enzima
nos camundongos testados poderiam indicar uma possivel lesdo cardiaca. Ja a
LDH, possui cinco isoformas, das quais uma esta presente no coracao, podendo
também ser utilizada para avaliar a lesdo cardiaca, mas ndo como marcador
especifico. Em estudo realizado por Shashidharamurty e colaboradores (2010) com
a injecao intraperitoneal (i.p.) do veneno de Naja naja em camundongos, foi
observada lesdo cardiaca caracterizada pela necrose do musculo cardiaco
acompanhada do aumento nos niveis de CK-MB e TGO. Evangelista e
colaboradores relatam os efeitos cardiovasculares apoés injecdo intravenosa (i.v.) de
uma PLA: isolada do veneno de B. marajoensis, caracterizados pelas diminuicbes
da pressdao arterial e da frequéncia cardiaca.

Contudo, como pode ser observado na Figura 15 B, os niveis de CK-MB
nao foram alterados por BdipTX-I ou VBd. E, apesar da atividade da LDH ter sido
bastante elevada, principalmente para BdipTX-l, ndo se pode afirmar que houve
lesdo cardiaca somente com o0s dados obtidos até esta data. Uma anadlise
histolégica do musculo cardiaco poderia fornecer maiores informacfes a respeito
dessa probleméatica. Além disso, é provavel que os niveis de LDH tenham sido
alterados devido a atividade miotéxica ou mesmo por uma possivel lesédo renal, visto
gue a LDH est& presente também nas células do musculo esquelético e nos rins.

Quanto a lesdo hepatica foram feitos testes cinéticos com Kkits
laboratoriais de diagndstico para avaliar os niveis de AST, ALT, GGT e FAL no soro
dos camundongos. As aminotransferases ou transaminases, AST e ALT, sé&o
enzimas que catalisam a transferéncia reversivel dos grupos amino de um
aminoacido para o 2-oxoglutarato, originando cetoacido e acido glutamico. AST e
ALT sao encontradas em grandes quantidades no citoplasma dos hepatdcitos,
sendo que a maior parte da AST esté presente na mitocdndria das células hepaticas.
Embora essas enzimas ndo sejam exclusivas do figado (sendo encontradas em
outros 6rgdos como coracdo, musculo esquelético e, em pequenas quantidades, nos
rins, pancreas, baco, cérebro, pulmdes e eritrocitos), elas séo liberadas
primariamente durante a lesdo aos hepatécitos (KIM et al., 1977; SINGER et al.,
1995; JONHSON et al., 1995; SHETH et al., 1998). Ja as enzimas GGT e FAL estao
envolvidas em obstrucdes hepatobiliares, pois estdo localizadas nos canaliculos das

células hepaticas. A GGT catalisa a transferéncia de um grupo y-glutamil de um
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peptideo para outro peptideo ou aminoacido, originando aminoacidos y-glutamil e
cistenil-glicina. A principal fonte de GGT é figado, porém a enzima pode ser
encontrada em outros 6rgdos como rins, intestinos, préstata, pancreas, pulmoes,
cérebro e coracdo (MOUSSAVIAN et al., 1985; NEMESANSZKY et al., 1985). Ja a
FAL é uma enzima que catalisa a hidrdlise de fosfomonoésteres em pH alcalino.
Também esta presente em diversos 6rgaos, incluindo o figado, os rins, intestino
delgado, bago, ossos, leucécitos e placenta (ALPERS et al., 1988; DENG et al.,
1992).

Como se pode observar na Figura 16, somente os niveis de AST foram
significativamente alterados tanto por BdipTX-I quanto por VBd. Considerando que
AST e ALT séo as primeiras enzimas liberadas durante uma leséo hepética aguda, é
possivel que as toxinas estejam causando hepatoxicicidade. Estudo com outros
venenos de serpentes mostraram alteragdes nos niveis de AST e ALT relacionados
a lesdo hepatica (SHASHIDHARAMURTY et al.,, 2010; SOUZA et al., 2012). Os
mecanismos envolvidos na lesdo ainda ndo foram estabelecidos. Mas, alguns
trabalhos observaram além das alteracdes bioquimicas, achados histologicos que
revelaram a presenca de: necrose; alteracdes nucleares e citoplasmaticas, que
incluem cariopicnose de hepatdcitos e vacuolizagdo citoplasmatica; congestao dos
vasos sanguineos e trombose da veia porta; amiloidose e atrofia dos hepatécitos; e
ativacdo das células de Kupffer (JARRAR, 2010; SHASHIDHARAMURTY et al.,
2010; SILVA, 2012 et al., 2012). Logo, € possivel que a hepatoxicidade seja um
efeito secundario da acdo do veneno, como por exemplo, da diminuicdo do fluxo
sanguineo nos sinusoides hepaticos que levaria hipdxia e consequentemente a
morte celular, ou também um efeito direto da acdo das PLA2 sobre os hepatdcitos.

Porém, AST ndo € uma enzima presente exclusivamente nas células
hepaticas. Sendo assim, ndo se pode afirmar com exatiddo que BdipTX-l1 e VBd
causam lesdo hepatica nos animais testados, no periodo de tempo avaliado. Além
disso, cabe mencionar que a AST, assim como a LDH, sdo enzimas presentes
também no miocéardio, no entanto o principal marcador de lesdo cardiaca, CK-MB,
nao foi alterado. Sendo assim, experimentos adicionais necessitam ser realizados
para maiores esclarecimentos.

Para avaliar se BdipTX-I e VBd causam toxicidade renal, foram avaliados
0S hiveis séricos e urinarios de ureia e creatinina e também excrecdo de proteinas e

calcio na urina. A amonia proveniente do catabolismo proteico € convertida em ureia
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no figado. Nos rins ela é filtrada nos glomérulos e excretada na urina, embora 40 a
70% sejam reabsorvidos por difusédo passiva pelos tubulos. Niveis elevados de ureia
estdo associados a disfuncdes renais, enquanto que niveis reduzidos no soro
indicam disfuncdo hepatica (DEEN et al., 1979; BERK e STAMP, 1999; ). A
creatinina é um produto da desidratacdo ndo enzimatica da creatina presente no
musculo e, apés difusdo do musculo para o plasma é quase totalmente removida por
filtracdo glomerular. Valores aumentados de creatinina sérica sdo indicativos de
lesdo glomerular (FINN, 1990; GASPAI et al., 1997). Ja valores aumentados de
proteinas na urina séo os primeiros indicios de lesdo tubular proximal e também
lesdo glomerular (SHIHABI et al. 1991; SCHUREK, 1994). Alteracbes nos sais
urinarios, como o calcio também podem indicar lesdo renal (GUDER e HOFFMAN,
1992; RAHN et al., 1999).

Conforme observado na Figura 17, houve um aumento significativo nos
niveis de ureia séricos e urinérios causado por VBd, mas nado por BdipTX-l. Também
foram aumentados os niveis urinarios de creatinina tanto por BdipTX-I quanto por
VBd, acompanhado de uma elevada proteinaria. Esses dados indicam que pode
estar havendo um efeito nefrotéxico tanto por BdipTX-I quanto por VBd. Contudo, o
fato de BdipTX-lI ndo apresentar o mesmo efeito do VBd quanto a elevacdo dos
niveis séricos de ureia dos camundongos é um indicativo da acdo de outros
componentes do veneno na inducdo de uma possivel lesdo renal. Pois a uremia,
provavelmente, é devida ao aumento na producdo de aménia, que pode ter sido
causada pela acdo dos componentes proteoliticos do VBd. Além disso, a creatinina
sérica ndo foi alterada por BdipTX-l ou VBd, mas alteracdes significativas foram
observadas na urina dos animais testados em relacdo aos animais controle. Embora
a excrecado de creatinina faca parte da funcdo normal dos rins, seu aumento pode ter
sido em decorréncia da acdo miotéxica de BdipTx-l e VBd, j4 que a creatinina é
produto da degradacéo da creatina presente nas células musculares.

Os mecanismos pelos quais as PLA2 Lys-49 induzem a nefrotoxicidade
ainda ndo foram devidamente esclarecidos. Mas, a literatura revela que as PLA2s
podem ter efeito citotdxico direto nas células renais, que estaria relacionado com a
regido C-terminal rica em residuos de Lys dessas miotoxinas e a liberacdo de
mediadores inflamatérios. Como exemplo, Barbosa e colaboradores (2002)
realizaram um estudo com duas PLA2 de B. moojeni (Bmtx-l e Bmtx-Il), no qual

somente a PLA2 com estrutura de Lys-49 apresentou atividade nefrotoxica. Ja em
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estudo realizado por Barbosa e colaboradores (2005) com miotoxinas | e 1l de B.
jararacussu (BthTx-I e BthTx-Il), foi visto que ambas sdo nefrotoxicas. Contudo, o
bloqueio da acdo de BthTx-lI pela administracdo de indometacina, sugere a
presenca de mediadores lipidicos na nefrotoxicidade induzida por BthTX-l, que é
uma PLA2 Lys-49.

Quanto a lesado renal causada pelo veneno botropico, de modo geral, esta
relacionada as alteracbes hemodinamicas que acabam induzindo a hipotenséo,
hipoperfusdo e isquemia (REZENDE et al.,, 1989; SGRIGNOLLI et al., 2011).
Também pode haver a coagulacao intravascular disseminada, nefrotoxicidade direta
atribuida & acao proteolitica do veneno e/ou espasmo dos vasos renais decorrente
da inducdo de substancias vasoativas pelo veneno (AMARAL et al., 1986; MORAIS
et al.,, 2013). Barbosa e colaboradores (2002), utilizando um modelo de perfusao
renal, verificaram que o veneno de B. moojeni causa leséo renal evidenciada por
diminuigcdes na pressao de perfuséo, na resisténcia vascular renal e no transporte de
sédio e potassio, indicando uma lesdo tubular. Em outro trabalho semelhante
realizado por Souza (2010), observou-se que o0 veneno de B. insulares e suas PLA2
isoladas, também induziram a nefrotoxicidade em modelos de perfusdo em rins
isolados e também em cultura de células tubulares renais, com indicativos de morte
celular por apoptose.

Em comparacdo, a insuficiéncia renal aguda € um dos efeitos mais
danosos dos envenenamentos causados por serpentes do género Bothrops
(AMARAL et al., 1986; PATIL et al., 2012). Estudos em vitimas humanas revelam
presenca de necrose cortical e necrose tubular aguda como as principais causas da
insuficiéncia renal aguda (AMARAL et al., 1986). Experimentos realizados com
animais mostram congestdo glomerular, degeneracéo vacuolar de células tubulares,
areas hemorragicas na medula, degeneracdo de células tubulares proximais e
necrose cortical (CHAVES et al., 1989; CHAVES et al., 1992).

Tomados em conjunto, o dados obtidos fornecem informacdes adicionais
sobre a atividade do veneno de B. diporus e mostram pela primeira vez o isolamento
das fracbes fosfolipasicas basicas desse veneno. As avaliacbes de atividade
bioldgica feitas neste estudo permitiram concluir que a PLA2 BdipTX-l e o VBd
induzem a formacgéo de edema, mitoxicidade e possiveis alteracdes na funcao renal.
As acdes miotoxica e edematogénica do VBd foram mais acentuadas quando

comparadas as de BdipTX-I. Além disso, a dosagem dos marcadores renais aponta
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uma possivel lesdo renal que pode estar relacionada a lesdo tubular, devido a
proteindria, que € um dos primeiros indicios dessa alteragdo. Também verificou-se
uma diferenciacdo na acdo do veneno em relacédo a PLA2 BdipTX-I, visto que houve
uremia induzida por VBd, mas ndo por BdipTx-l. Esses dados indicam a acdo de
outras toxinas presentes veneno, como as proteases e LAAO. Contudo, as
informacdes coletadas ndo permitem concluir que houve alteracdes cardiacas e
hepaticas causadas por BdipTX-l1 ou VBd no periodo de tempo avaliado. Estudos
adicionais sdo necessarios para delinear um perfil de efeito sisttmico mais
detalhado.

A investigacdo dos mecanismos envolvidos na leséo renal pelas PLA2
isoladas dos venenos de serpente € de grande importancia, visto que estas
proteinas estdo presentes em grandes quantidades nesses compostos e podem ser
responsaveis pelos efeitos sistémicos, além dos conhecidos efeitos locais. Além
disso, pode subsidiar informagdes que possibilitem minimizar os danos renais, como
a insuficiéncia renal aguda, que € das principais causas de 6bito no envenenamento

botrépico, constituindo-se assim numa valorosa fonte para estudos posteriores.
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6 CONCLUSOES

e Foram isoladas duas fosfolipases basicas do veneno de B. diporus,
sendo uma enzimaticamente ativa, possivelmente uma Asp-49, e outra sem
atividade enzimatica, cuja estrutura primaria teve os primeiros 68 residuos de
aminoacidos identificados, confirmando que a proteina pertence a classe das PLA2
Lys-49. Sendo esta denominada BdipTX-I.

e BdipTX-l e o veneno de B. diporus apresentaram atividade
edematogénica nas doses testadas (5 e 20 pg/animal), sendo que o efeito de
BdipTX-1 foi dose-dependente, enquanto que o mesmo nao foi observado para o
veneno.

e BdipTX-l e 0 veneno de B. diporus apresentaram atividades miotoxicas
indicadas pelo aumento nos niveis de CK-total e LDH séricos nos camundongos
testados.

e E possivel que esteja havendo ac&o nefrotdxica causada por BdipTX-|
e VBd, indicado pela proteinuria causada tanto por VBd quanto por BdipTX-I e pelo
aumento dos niveis séricos e urinarios de ureia induzidos por VBd.

e O veneno de B. diporus teve efeitos mais elevados que BdipTX-I na
acdo miotoxica, comprovada por uma diferenca significativa no aumento de CK-total
de VBd em relacdo a BdipTX-I. Este fato pode estar relacionado a acdo dos demais
componentes do veneno, principalmente as proteases, o que foi demonstrado pelo
aumento da uremia por VBd, mas néo por BdipTX-I.

e Os efeitos cardiotoxicos e hepatotoxicos ndo foram evidentes no tempo
estudado, pois ndo houve aumento da atividade da CK-MB e dos marcadores
hepéaticos testados somente AST foi alterada.

e Estudos adicionais devem ser realizados para maiores esclarecimentos

a respeito do efeito sistémico induzido por BdipTX-I.
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