UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FISIOLOGIA E

FARMACOLOGIA

EMYLLE KAROLINE RAMOS PINTO

Inibicdo dos Efeitos Toxicos da Crotoxina pelo Fator
Neutralizante de Crotalus (CNF) em preparacgoes

neuromusculares de camundongos

BELO HORIZONTE
2019



EMYLLE KAROLINE RAMOS PINTO

Inibicdo dos Efeitos Toxicos da Crotoxina pelo Fator
Neutralizante de Crotalus (CNF) em preparacdes

neuromusculares de camundongos

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pds-graduacdo em Fisiologia e Farmacologia
do Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Minas Gerais, para
obtencdo do titulo de Mestre em Farmacologia.

Orientador: Prof. Dr. Walter Luis Garrido
Cavalcante

BELO HORIZONTE



2019

043 Pinto, Emylle Karoline Ramos.

Inibicao dos efeitos téxicos da crotoxina pelo Fator Neutralizante de
Crotalus (CNF) em preparacdes neuromusculares de camundongos
[manuscrito] / Emylle Karoline Ramos Pinto. - 2019.

50f.:il. ;29,5 cm.

Orientador: Prof. Dr. Walter Luis Garrido Cavalcante.

Dissertagdo (mestrado) - Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto de
Ciéncias Biologicas. Programa de P6s-Graduagdo em Fisiologia e Farmacologia.

1. Farmacologia. 2. Crotoxina. 3. Crotalus. 4. Peconha. 5. Juncao

Neuromuscular. I. Cavalcante, Walter Luis Garrido. II. Universidade
Federal de Minas Gerais. Instituto de Ciéncias Biolégicas. III. Titulo.

CDU: 615

Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
UFMG




"INIBIGAO DOS EFEITOS TOXICOS DA CROTOXINA PELO
FATOR NEUTRALIZANTE DE CROTALUS (CNF) EM
PREPARAGOES NEUROMUSCULARES DE CAMUNDONGOS"

EMYLLE KAROLINE RAMOS PINTO

Dissertagéo de Mestrado defendida e aprovada, no dia 02 de agosto de 2019, pela Banca
Examinadora constituida pelos seguintes professores:

@(/L et -\'\C&Q/{M_Caj-fi O 14*1 L
PROFA. DRA, CRISTINA GUATIMOSIM FONSECA
ICB/UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

PrROF. DR. WALTER LUis GARRIDO CAVALCANTE
|CB/UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
ORIENTADOR

Programa de Pés-Graduagéo em Ciéncias Biolégicas - Fisiologia e Farmacologia
Instituto de Ciéncias Bioldgicas - Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG

Belo Horizonte, 02 de agosto de 2019



DEDICATORIA

Dedico este trabalho a minha avé
Angélica, a minha mée Joana e aos

meus irmaos Ru e Duda.



AGRADECIMENTOS

A Deus, que me concedeu o dom da vida e a possibilidade de concluir esta etapa,
mesmo que tenha sido tdo ardua e ao mesmo tempo tdo desejada, sei que foi Tu que me
sustentastes.

Meu profundo agradecimento ao Prof. Dr. Walter Cavalcante, que abriu as portas
do LFJT para mim, que ndo poupou esfor¢cos para me ensinar, que foi para a bancada, que
sempre esteve disponivel para sanar as duvidas e pela compreensdo. Obrigada por ser um
6timo mestre!

A minha psic6loga, Emanuelly, minha eterna gratiddo. N&o sei o que teria sido da
Emylle nesse mestrado sem seu profissionalismo, dedicacéo e paciéncia em me ajudar a
entender o meu papel enquanto estudante de mestrado e mulher na ciéncia, além de ajudar
nessa incrivel descoberta do autoconhecimento.

A minha mée Joana, & minha avé Angélica, aos meus irmaos Ruaney e Maria
Eduarda, a minha tia Aluana, minha prima Amanda e meus tios Sean e Joana: vocés foram
extremamente importantes nessa caminhada, ndo somente no emocional mas também no
financeiro. Obrigada por sempre acreditar em mim. SO cheguei até aqui devido o apoio
incondicional de vocés.

As minhas amigas e irmés do LFJT: Natélia e Fernanda vocés iniciaram a jornada
comigo na especializacdo, e continuaram no mestrado. Obrigada por todo apoio,
conselhos, discussdo de papers e idas a congressos. Sem vocés teria sido mais dificil essa
etapa. Aos ICs Brennda, Henrique e Thales muito obrigada por me ajudarem nos
experimentos, pela alegria e empenho no laboratério.

A minha primeira familia mineira Tatielle, Clarinha, Luna e Nunes: vocés abriram
as portas da casa de vocés e me acolheram com todo amor e cuidado. A mudanca para
Belo Horizonte se tornou mais leve porque eu tinha voceés.

A Sara e Ingrid meu muito obrigado pelo cuidado, preocupacio, almogos, jantares,
idas a hospital, desabafos e mais tantas coisas! Eu sentia que tinha um lar aqui em BH.
Vou sentir saudades de Tete fazendo do meu quarto o seu quarto de brinquedos, e das
ligagOes de Sara me mandando voltar para casa.

Ao0s amigos que a pos-graduacdo me deu e nossa grande familia nordestina aqui
em minas: Antonio, vocé é o melhor conselheiro e amigo. Através de vocé conheci o

restante do pessoal e sou eternamente grata por isso! Camila, a nossa amizade foi



construida com muitas coisas em comum e eu te admiro tanto! Obrigada pelos varios
conselhos, cuidados, risadas, recomendacdes de séries e puxdes de orelha. Rafael vocé
tem o coragdo mais gigante que eu conheco e € meu amigo topa tudo. Obrigada por
sempre estar disposto a me ouvir e por sua sinceridade. Fernando, sua alegria e
inteligéncia contagiam a todos nds. VVocé sempre esta disposto a dar sua opinido e faz
comentarios muito pertinentes nos nossos trabalhos. Além disso, as festas dadas por vocé
sdo inesqueciveis! Flavio, vocé é maravilhoso homem! Sua leveza, cuidado e mente
aberta inspiram!

Aos queridos iris, Marcone, Andressa, Ildernandes, Elder, Caio, Carol Borges
pelos desabafos da vida do pds-graduando, pelas saidas e pela forca.

As minhas amigas de infancia Atanaeli, Jainara, Jessica, Leticia e Ericka: j& sdo
quase vinte anos de amizade e sem ddvida vocés foram muito importantes durante esse
periodo. Obrigada por me ouvirem, incentivarem, e por sempre acreditarem em mim!
Atana, obrigada por se preocupar, por cada ligacdo e conselho, em muitos momentos eu
precisava disso e sem pedir vocé adivinhava!

Aos amigos que fiz durante a minha estadia no Espirito Santo: Patricia, a
faculdade me proporcionou essa amizade e foi uma das melhores coisas que ela podia me
dar. Obrigada pela cumplicidade, conselhos, forca, enfim, por sempre acreditar em mim!
Fabiana, sua sinceridade e cuidado sempre me acompanharam e n&o seria diferente nesse
periodo. Mesmo longe sei que orou por mim, e isso foi muito importante durante o
processo. Mauricio, obrigada pelos conselhos, pela forca e por sempre acreditar em mim.
Lena, vocé foi uma mde, madrinha, conselheira, eu ndo poderia ter tido melhor pessoa
para me acompanhar por todo esse tempo que morei 4, e por me fazer acreditar no meu
potencial.

Aos amigos da especializacdo em farmacologia, em especial Valter, Grasiela,
Carol, Marina, vocés me inspiram como profissional.

A Dr2, Consuelo e a Paula pela colaboragio com os animais, toxinas e inibidor.

A Dre. Cristina Guatimosim e seus alunos por me ensinar as técnicas histolgicas
e permitir 0 uso do microscépio.

Ao Prof. Dr. André de Oliveira por me auxiliar no emblocamento e corte
histoldgicos, além do apoio.

Aos docentes da PGFisFar por todo ensinamento.

Aos funcionarios do biotério e secretaria da pos-graduacdo pelo apoio e amizade.

A CAPES pelo apoio financeiro para o desenvolvimento deste projeto.



ABREVIATURAS

CA — Crotapotina

CB — Crotoxina B

CNF — Fator neutralizante de Crotalus
CTX — Crotoxina

JNM — Juncao neuromuscular

OMS — Organizacdo Mundial de Saude
PLA;— Fosfolipase Az

PLI — Inibidor de fosfolipase A2

SINAN - Sistema de Informacéo de Agravos de Notificacdo



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Mecanismo de acao da CTX na
B\ PP 20
Figura 2 - Representacdo esquematica da interacdo da crotoxina com seu receptor alvo
e 0
O NSRS 23

Figura 3 — llustracdo do sistema de registro miogréfico para as contra¢cdes musculares
evocadas indiretamente a partir de preparagdes nervo-frénico musculo diafragma de
CAMUNOONGOS. .tttk skttt b bbbtk b b s e e s et et et e bt nb e bt et e e neeneeneas 28

Figura 4 — llustracdo do sistema de registro miogréfico para as contra¢cdes musculares
evocadas diretamente a partir de preparagdes nervo-frénico musculo diafragma de
(or= 10 010010 0] 3o o L USSP PP PP TP PRURPROS 29

Figura 5 — Microscopia optica do musculo diafragma de camundongos submetidos a
coloragéo por hematoxilina e eosina



LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1 — Efeito da CTX sobre o decurso temporal da amplitude das contracdes
musculares evocadas indiretamente (A) e diretamente (B) em preparacOes
neuromusculares de
(02210 0100 To 03 To o1 TSP PO P PP P TP PRURPRPPRPIN

Gréfico 2 — Efeito do CNF sobre o decurso temporal da amplitude das contra¢des
musculares evocadas indiretamente (A) e diretamente (B) em preparacfes
neuromusculares de
(07T 4101 (o] g0 T 13 SO OS
..... 30

Grafico 3 — Efeito da CTX (5 ug/mL) e do produto de sua pré-incubacdo com o CNF em
concentracgdes crescentes (5 pg/mL; 20 pg/mL e 50 pg/mL) sobre o decurso temporal da
amplitude das contracdes musculares evocadas indiretamente (A) e diretamente (B) em
preparacoes neuromusculares de
(07T 41010 (o] oo T 13U
..... 31

Grafico 4 — Efeito da CB (20 pg/mL) e do produto de sua pré-incubacdo com
concentracgdes crescentes de CNF (50 pg/mL e 100 pug/mL) sobre o decurso temporal da
amplitude das contracbes musculares evocadas indiretamente em preparacdes
neuromusculares de
(o= 141010 (o] g0 T 13 SO S PSPPSR
..... 32

Gréfico 5 — Indice de mionecrose avaliado a partir do efeito do CNF (50 pg/mL) sobre a
miotoxicidade induzida pela CTX (5 wpg/mL) no musculo diafragma de
(o710 40T o (o] g0 T 13RS S PSPPSR



RESUMO

O Fator Neutralizante de Crotalus (CNF) € uma glicoproteina presente no plasma
da serpente Crotalus durissus terrificus e capaz de inibir os efeitos toxicos in vivo da
Crotoxina (CTX), principal componente encontrado na pegonha desta serpente.
Entretanto, ndo ha estudos in vitro demonstrando a acéo neutralizadora do CNF sobre as
acOes toxicas da CTX na juncdo neuromuscular, principal local de acdo desta toxina.
Neste sentido, o objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade do CNF em inibir a
neurotoxicidade e a miotoxicidade induzida pela CTX e sua subunidade CB em
preparacdes nervo frénico-musculo diafragma de camundongos. A atividade paralisante
foi avaliada através de registros de contracdes musculares isoladas evocadas
indiretamente e diretamente. Ao final dos experimentos miograficos, os musculos foram
fixados e as laminas submetidas a coloracdo de hematoxilina e eosina para posterior
analise morfoldgica da miotoxicidade induzida pela CTX e capacidade de neutralizacdo
do CNF. Os resultados mostraram que 0s grupos controle e CNF ndo induziram alteracdes
na amplitude das contracGes musculares evocadas indiretamente ou diretamente ao longo
do tempo. A CTX 5 pg/mL induziu bloqueio total das contracgdes indiretas em 60 minutos
e, nas contracdes diretas, o bloqueio foi parcial. O CNF 50 pg/mL, quando pré-incubado
com a CTX 5 pg/mL, foi capaz de inibir o bloqueio neuromuscular nas preparacées
evocadas indiretamente e, parcialmente, nas diretas. Em relacdo a subunidade CB 20
pg/mL, as concentracbes de CNF propostas ndo foram suficientes para promover a
inibicdo do efeito toxico dessa PLA,. O estudo morfol6gico mostrou que o produto da
pré-incubacdo de CTX 5 pg/mL com o CNF 50 pg/mL reduziu o nimero de fibras lesadas
em comparagdo aos musculos expostos apenas a CTX. Portanto, os resultados revelaram
pela primeira vez que o CNF é capaz de inibir as atividades neurotoxicas e miotoxicas da
CTX. Apesar da inibi¢do da miotoxicidade ter sido parcial nos experimentos miogréaficos,
a lesdo muscular foi inibida completamente, como observado no estudo morfolégico.
Portanto, o CNF pode ser uma ferramenta importante para o estudo dos mecanismos de
acao da CTX, visto que é capaz de neutralizar seus efeitos toxicos, bem como, uma
substancia com potencial clinico para auxiliar no tratamento de individuos envenenados

por serpentes da espécie Crotalus durissus terrificus.

Palavras-chave: Crotoxina, Fator Neutralizante de Crotalus, Juncéo
Neuromuscular, Peconha Ofidica.



ABSTRACT

Crotalus Neutralizing Factor (CNF) is a glycoprotein present in the blood plasma
of C.d. terrificus, capable to inhibit the in vivo toxic effects of CTX, the main component
found in the venom of this snake. However, there are no in vitro studies demonstrating
the neutralizing action of CNF on the CTX toxic actions at the neuromuscular junction,
the main site of action of this toxin. In this sense, the objective of this study was to
evaluate the ability of CNF to inhibit neuromuscular blockade and myotoxicity induced
by CTX and its CB subunit in mice phrenic nerve-diaphragm muscle preparations. The
paralyzing activity was evaluated through the recording of muscle twitches evoked
indirectly and directly. At the end of the myographic experiments, the muscles were fixed,
and the blades subjected to hematoxylin and eosin staining, the myotoxicity was assessed
by optical microscopy. The results showed that the control and CNF groups did not induce
alterations in the amplitude of indirectly or directly evoked twitches over time. CTX 5
pug/mL alone induced total blockade of indirectly evoked twitches in 60 minutes,
however, in the direct contractions, the blockade was partial. The CNF 50 pug/mL was
able to inhibit neuromuscular block induced by CTX 5 ug/mL in indirectly evoked
preparations, whereas in the direct twitches the inhibition was partial. Concerning the CB
20 ug/mL subunit, the proposed concentrations of CNF were not sufficient to promote
the inhibition of the toxic effect of this PLA2 alone. The morphological study showed that
the pre-incubation of CTX 5 pg/mL with CNF 50 pug/mL reduced the number of injured
fibers compared to the muscles exposed to CTX alone. Therefore, the results revealed for
the first time that CNF is able to inhibit the neurotoxic and myotoxic activities of CTX.
Although inhibition of myotoxicity was partial in myographic experiments, muscle injury
was completely inhibit, as observed in the morphological study. Thus, CNF can be an
important tool for the study of the CTX mechanisms of action, since it is able to neutralize
its toxic effects, as well as a substance with clinical potential to assist in the treatment of

individuals poisoned by snakes of the Crotalus durissus terrificus species.

Keywords: Crotoxin, Crotalus Neutralizing Factor, Neuromuscular Junction, Snake

Venom.
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