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ABSTRACT

Accidents with snakes are a serious public health problem and were included as
“neglected tropical diseases” by the World Health Organization (WHQ). Micrurus sp is
responsible for only 0.5% of the snake accidents. Clinical manifestations of envenoming
by this snake consist primarily of the neurotoxic activity in the peripheral nervous
system, mainly by the action of the three-finger toxins (3-Ftx) (6-8 KDa), present in the
venom, that cause progressive blockade of nAChR, at the motor endplate. Previous
studies showed that B-neurotoxins (phospholipase A) isolated from elapidic venoms,
including coral snakes, induce cortical neurons death and promote glutamatergic
excitotoxicity, causing neuronal degeneration. L-glutamate, the main excitatory
neurotransmitter in the central nervous system (CNS), when released in excess induces
[Ca?*)i increase through the activation of ionotropic glutamate receptors, mainly post-
synaptic NMDA receptors. Moreover, in pathological conditions as epilepsy and brain
ischemia, there is a massive release of glutamate, leading to neurotoxicity. Although
some symptoms associated to disorders in the CNS related with three-finger toxins have
been described, little is known about their mechanisms of neurotoxicity. In the present
PhD thesis, we proposed to evaluate the neurotoxic effects of M. lemniscatus crude
venom and its fractions obtained through RPC-HPLC on neuroblastoma cells (Neuro-
2A), using MTT assays, after 24 hours of exposure. We observed that the crude venom
(in a dose-dependent manner) and most of its fractions caused toxicity (40-80 %). In
comparison, hippocampal neurons from newborn rats (Po-Ps) were treated with the
crude venom, at different concentrations (5x10° — 50x10-1 pg/mL) and at different
times (1, 3 and 24 h). Neurotoxicity was observed after 3 hours of exposure.
Fluorescence assays with calcein-AM and 1-homodimer ethidium confirmed this result,
when neurons were exposed for 24 h. We investigated the possible pharmacological
targets involved in neurotoxicity of the crude venom. Our results indicated that NMDA
and nACh receptors were involved in the toxic effects. These effects were also observed
for fraction 22 (F22). The venom, fraction F22, as well as two 3Ftxs (MI17294_NTX and
MI7256_NTX) increased L-glutamate release in rat cortical brain synaptosomes. This
release was time and concentration-dependent, in the case of the venom and F22. The
contribution of N, L and P/Q calcium channels, ionotropic glutamatergic receptors
(NMDA and AMPA/kainate), as well as the external and internal calcium concentration
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(evaluated using calcium chelators, EGTA and BAPTA-AM) was also evaluated. The
results showed that calcium influx is involved in the L-glutamate release promoted by
F22, and that this effect was abolished in the presence of glutamate ionotropic
antagonists. These studies could lead to a better understanding of the neurotoxic effects
of Micrurus lemniscatus venom on the CNS and showed for the first time the pre-

synaptic activity of three-finger toxins.

Keyword:— Micrurus lemniscatus — neurotoxicity - Neuro-2A cells — hippocampal
neurons — cortical brain synaptosomes — L-glutamate release — Cay channels N, L and
P/Q types - AMPA/kainate and NMDA receptors - presynaptic activity - three-finger

toxins.

Financial support: CAPES, CNPq, INCTTOX. Special thanks to FUNED for

providing the snake venom.
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RESUMEN

Los accidentes con serpientes son serios problemas de salud publica, siendo incluidos
como enfermedades tropicales negligenciadas por la OMS (Organizacion Mundial de la
Salud). Accidentes con Micrurus sp. solo corresponden al 0,5% del total de accidentes
con serpientes. Las manifestaciones clinicas del envenamiento con esa serpiente
resultan primériamente de una neurotoxicidad activa en el sistema nervioso periférico,
principalmente por la accidn de las toxinas tres- digitos (3-Ftx) (6-8 KDa) presentes en
esa ponzofia, provocando un progresivo bloqueo de receptores nicotinicos (NAChR) de
la placa motora. Algunos estudios muestran que las B-neurotoxinas (tipo fosfolipases
A>) aisladas de ponzofias elapidicas, incluyendo serpientes corales, inducen muerte en
neuronios corticales por promover excitotoxicidad glutamatérgica. El L-glutamato,
principal neurotransmisor excitatorio en el SNC (sistema nervioso central) cuando
liberado en exceso induce un aumento del [Ca?')i por activacion de receptores
glutamatérgicos, principalmente del tipo NMDA postsinaptico. Por lo tanto, en
condiciones patologicas como epilepsia e isquemia cerebral, hay una maciza liberacién
de glutamato, llevando a la neurotoxicidad. Aunque los sintomas asociados con las
desordenes en el SNC relatadas a las toxinas 3-Ftx ha sido descritos, poco se sabe
respecto az dicho mecanismo de neurotoxicidad. En el presente estudio, nosotros
propusimos evaluar los efectos neurotoxicos de la ponzofia bruta de la serpiente M.
lemniscatus y de las fracciones obtenidas por RPC-HPLC, en células de neuroblastoma
(Neuro-2A) por ensayo de MTT, tras 24 horas de exposicion. Fue observado que la
ponzofia bruta, y muchas de sus fracciones, de manera dose-dependiente, causo
toxicidad (40-80 %). Para comparacion, neuronios hipocampales de ratones neonatos
(Po-Ps) fueron tratados con el veneno crudo en distintas concentraciones (5x10° —
50x10 pg/mL), tiempos distintos de exposicion (1, 3 y 24 h). Se observo que dicha
neurotoxicidad ocurri6 tras 3 h de exposicion. Ensayos de fluorescencia con calceina-
AM y homodimero-1 de etidio confirmaron esos resultados cuando los neuronios fueron
expuestos por 24 horas. Investigamos aun los posibles albos farmacol6gicos envueltos
en la neurotoxicidad del veneno crudo. Los resultados indicaron que los receptores
glutamatérgicos y nicotinicos del tipo NMDA y nAChR, respectivamente estan
envueltos en los efectos toxicos. Ese efecto fue observado también para la fracciéon 22
(F22) y otras. El veneno crudo, la F22, como también dos toxinas 3-Ftx (MI7294 _NTX

y MI7256_NTX) indujeron el aumento de la liberacion de L-glutamato en
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sinaptosomas cerebros corticales de ratons. Analizando los albos farmacoldgicos
envueltos en la toxicidad de esas moléculas, los resultados mostraron que el influjo de
calcio y el calcio intracelular estan envueltos en la liberacion de L-glutamato promovida
por F22. Dicho efecto fue abolido en la presencia de los antagonistas ionotrépicos
glutamatérgicos. Esos estudios pueden llevar a un mejor entendimiento de los efectos
neurotoxicos del veneno crudo de Micrurus lemniscatus en el SNC asi como revela por

primeira vez la actividad pre sinaptica de una toxina tres-digitos.

Palabras claves: toxinas tres-digitos- Micrurus lemniscatus- neurotoxicidad- células
Neuro-2A- neuronios hipocampales- sinaptosomas cerebro corticales- liberacion de L-
glutamato — canales del calcio - receptores AMPA/Cainato e NMDA — actividad pre

sinaptica.

Suporte financeiro: CAPES, CNPqg, INCTTOX. Un agradecimiento especial a la
FUNED por la donacion del veneno crudo
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RESUMO

Os acidentes com serpentes sdo sérios problemas de saude publica, sendo incluidos
como doencas tropicais negligenciadas pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS). As
serpentes Micrurus sp. sdo popularmente conhecidas no Brasil como “cobras corais” e
fazem parte do grupo das serpentes elapidicas, que apresentam as pegonhas
potencialmente mais toxicas no mundo. Apesar dos acidentes com Micrurus sp.
corresponderem somente a 0,5% do total de casos, as manifestacdes clinicas do
envenamento resultam em uma neurotoxicidade aguda no sistema nervoso periférico,
devido principalmente a acdo das toxinas trés-digitos (3-Ftx) (6-8 kDa) presentes na
peconha, causando blogueio progressivo dos receptores nicotinicos de acetilcolina
(nAChR) da juncdo neuromuscular, o que pode levar a uma parada respiratéria e obito.
Alguns estudos mostram que as B-neurotoxinas (tipo fosfolipases Az) isoladas de
peconhas elapidicas, incluindo serpentes corais, induzem morte em neurdnios corticais
por promover excitotoxicidade glutamatérgica. O L-glutamato (L-Glu), principal
neurotransmissor excitatério no sistema nervoso central (SNC), quando liberado em
excesso induz um aumento da concentragdo de calcio intracelular ([Ca?'];) via ativac&o
de receptores ionotropicos glutamatérgicos, principalmente do tipo NMDA pos-
sinapticos. Em contrapartida, a ativacdo pré-sinaptica dos receptores ionotropicos
glutamatérgicos (iGIuR) do tipo AMPA e/ou Cainato induzem a abertura de canais para
calcio dependentes de voltagem (Cay) 0 que aumenta a liberagdo desse
neurotransmissor. Portanto, em condi¢des patoldgicas como epilepsia e isquemia
cerebral, hd uma liberacdo exacerbada de glutamato, levando a excitotoxicidade.
Embora sejam relatados sintomas associados aos disturbios do SNC oriundos do
envenenamento por Micrurus sp., pouco se sabe sobre esses mecanismos de
neurotoxicidade. No presente estudo, nds propusemos avaliar os efeitos neurotoxicos da
peconha bruta (PB) da serpente Micrurus lemniscatus e das fragdes contendo toxinas 3-
Ftx obtidas por RPC-HPLC, em células de neuroblastoma (Neuro-2A) por ensaio de
MTT ap6s 24 horas de exposi¢do. Foi observado que a PB e muitas de suas fragdes
causaram citotoxicidade (40-80 %) de modo dose-dependente. Para comparacéo,
neurdnios hipocampais de ratos neonatos (Po-Ps) foram tratados com a PB em diferentes
concentragdes (5x10° — 50x10 pg/mL) e em diferentes tempos de exposicdo aguda e
crénica (1, 3 e 24 h, respectivamente) e foi observado que essa neurotoxicidade ocorreu

a partir de 3 h de exposicdo. Foram realizados ensaios de fluorescéncia utilizando
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calceina-AM e homodimero-1 de etidio nos neurénios hipocampais expostos a PB por
24 h, e esse resultado demonstrou citotoxicidade de modo concentragcdo-dependente.
Investigamos também os possiveis alvos farmacoldgicos envolvidos na neurotoxicidade
da PB. Os resultados indicaram que o iGIuR do tipo NMDA e nAChR estdo envolvidos
nos efeitos toxicos em neurdnios hipocampais de ratos neonatos (Po-Ps) em cultura.
Esse efeito também foi observado com a fracdo 22 (F22) e outras. Adicionalmente,
visando elucidar se o efeito neurotoxico da PB envolveria a liberagdo pré-sinptica de
L-Glu e consequente ativacdo dos iGIuR pds-sinapticos, foi testada a atividade da PB,
F22 e de duas toxinas 3-Ftx isoladas presentes na F22 (M17294 NTX e MI7256_NTX)
em preparacdo pré-sinaptica de sinaptosoma cérebro cortical de rato. Observou-se que
ambas induziram o aumento da liberacdo de L-Glu. Analisando os possiveis alvos
farmacoldgicos envolvidos nesse evento de excitotoxicidade induzido pelas moléculas,
os resultados mostraram que o influxo de calcio via canais para calcio dependentes de
voltagem (Cay,) do tipo N, L e P/Q, o [Ca*]i e a ativacdo de iGIuR, especialmente
AMPA e/ou Cainato estdo envolvidos na liberacdo de L-Glu promovida pela F22. Esse
efeito foi abolido na presenca de drogas antagonistas desses receptores e canais i6nicos.
Esses estudos podem levar a um melhor entendimento dos efeitos neurotdxicos centrais
ocasionados pela PB e toxinas isoladas da serpente Micrurus lemniscatus, assim como

revela pela primeira vez a atividade pré-sinaptica de toxinas 3-Ftx.

Palavras-chave: Micrurus lemniscatus - neurotoxicidade central - células Neuro-2A-
neurbnios hipocampais - sinaptosomas cérebro corticais - liberagdo de L-glutamato -
canais Cay do tipo N, L e P/Q - receptores ionotropicos glutamatérgicos de
AMPA/Cainato e NMDA — atividade pré-sinaptica de toxinas 3-Ftx.

Suporte finaceiro: CAPES, CNPq, INCTTOX. Agradecimento especial a FUNED pelo
fornecimento da pegonha bruta.
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1 INTRODUCAO

1.1. AS SERPENTES ELAPIDICAS E O GENERO Micrurus sp.

As peconhas das serpentes sao uma mistura complexa de biomoléculas ativas,
tais como peptideos e proteinas com diferentes propriedades farmacol6gicas de interesse
médico por serem responsaveis pela sintomatologia clinica dos acidentes (SAHA et al.
2006). Dentre as serpentes de maior importancia médica estdo as elapidicas (familia
Elapidae), que possuem espécimes com as peconhas, do ponto de vista de toxicidade,
mais potentes do mundo (HODGSON e WICKRAMARATNA, 2006; FRY, 1999).

A familia Elapidae é amplamente distribuida pelo mundo com aproximadamente
250 espécies (CARDOSO et al., 2003). Filogeneticamente, essa familia é classificada
em seis subfamilias, tais como a Hydrophiinae (serpentes marinhas e elapidicas
australianas), Bungarinae (cobras, kraits e mambas, que sdo as elapidicas africanas e
asiaticas), Laticaudinae, Calliophiinae, Maticorinae (serpentes elapidicas asiaticas) e
Elapinae (serpentes elapidicas americanas) (ALAPE-GIRON, STILES, et al. 1996). A
principal caracteristica morfologica, dessa familia, é a presenca de um aparelho
inoculador do tipo proteroglifo (protero = dianteiro, glyphé = sulco), ou seja, um par de
presas anterior bem desenvolvido, possuindo um sulco central e sem dentes posteriores-
(HODGSON e WICKRAMARATNA, 2006; HARVEY, et al., 2003; SOURENSE,
2000).

Os géneros Micrurus, Micruroides e Leptomicrurus pertencem a subfamilia
Elapinae (FERNANDEZ et al., 2011; SOURENSE, 2000; VITAL-BRAZIL, 1987). As
serpentes Micrurus, particularmente conhecidas como “corais” abrangem apenas 0s dois
primeiros géneros, Micrurus e Micruroides, sendo o primeiro com ampla distribuicao
nas Américas do Norte, Central e do Sul, e o segundo, com trés espécies conhecidas
distribuidas no sudoeste dos Estados Unidos e oeste do México (VITAL-BRAZIL,
1987; ROZE, 1982).

As corais fazem parte de um grupo taxondmico do Novo Mundo composto por
120 espécies e subespécies, sendo o género Micrurus sp. o principal representante das
Americas (SERAFIM et al., 2002; DA SILVA JR, 2001), com grande abundancia,
diversidade de espécies e habitats que variam do deserto as florestas (OLIVEIRA et al.,
2000; ALAPE-GIRON et al., 1994).



Em 2004, Campbell e Lamar publicaram uma nova classificagdo morfologica
para o género Micrurus, na qual esse foi dividido em quatro grupos. O primeiro
compreende um grupo monodal, com espécies que apresentam uma cauda longa, com
um unico anel preto separando os anéis brancos e vermelhos (como exemplo, a M.
corallinus); um segundo grupo denominado bicolor, com espécies contendo cauda curta
com anéis brancos ou vermelhos separados por anéis pretos (por exemplo, M.
multifasciatus); o terceiro e quarto grupos sdo chamados de grupos das triades, sendo o
terceiro o grupo da América Central, com cauda longa, trés anéis pretos separados por
anéis brancos entre os anéis vermelhos (por exemplo, M. laticollaris); e o quarto, o
grupo da América Latina, com cauda curta e padrdo de coloracdo idéntico ao anterior,
porém restrito ao continente Sul americano (como exemplo, a M. lemniscatus) (PIRES,
DA SILVA JR. et al., 2014).

No Brasil, as serpentes corais incluem organismos pequenos (menores que 700
mm) ou grandes (com até 1,5 m) (HARVEY e APARICIO, 2003) (figuras 1a-d). Muitas
espécies possuem uma coloracdo padrdo com algumas combinacbes de vermelho (ou
laranja), branco (ou amarelo) e preto, disposta em aneis que circundam todo o corpo do
animal (HARVEY, et al., 2003; DA SILVA JR e SITES JR, 2001). Apresentam uma
biologia caracterizada por habitos fossoriais e semi-fossoriais, vespertinos e noturnos
(SOURENSE, 2000; AIRD e DA SILVA JR, 1991). S&o oviparas e colocam de 3 a 12
ovos. Morfologicamente, as corais apresentam a cabeca oval, recoberta por grandes
placas simétricas (referéncia habitual para serpentes ndo-peconhentas), ndo apresentam
fosseta loreal, os olhos sdo pequenos e pretos com pupilas elipticas verticais e quase
sempre focalizadas numa faixa preta da cabeca (HARVEY e APARICIO, 2003). O
pescoco ndo € bem pronunciado devido ao desenvolvimento da musculatura cervical
adaptada para a escavacdo e 0s 0ssos cranianos sdo fortes. O corpo cilindrico é
recoberto por escamas lisas e a cauda curta d4& nome ao principal género Micrurus
(grego = pequena cauda) (SOURENSE, 2000).

Sédo descritas 22 espécies de Micrurus que estdo distribuidas por toda a América
do Sul e dentre essas, as principais presentes no territorio brasileiro sdo: M. albicinctus,
M. altirostris, M. brasiliensis, M. corallinus, M. frontalis, M. hemprichii, M. ibiboboca,
M. lemniscatus, M. surinamensis, M. filiformis e M. spixii (PARDAL et al., 2010;
CARDOSO et al., 2003; DA SILVA JR e SITES JR, 2001; SOURENSE, 2000).
Recentemente, PIRES e col. (2014) descobriram uma nova espécie exclusiva da regido

Nordeste (estados de PE, PB e RN), a M. potyguara. Entretanto, sdo as espécies M.



corallinus, M. frontalis, M. ibiboboca, M. spiixi, M. surinamensis e M. lemniscatus

(Figuras 1 e 2) as maiores responsaveis pelos acidentes ofidicos com humanos nesse

género (PARDAL et al., 2010; TANAKA et al., 2010; BUCHARETCHI et al., 2006;
HIGASHI et al., 1995).

(a) Micrurus ibiboboca (Merrem, 1820). (b) Micrurus spixii  (Wagler, 1824).

Distribuicdo geografica: Nordeste, MA a BA. Distribuicdo  geografica: ~ Norte  (Fonte:
Mata do Buragquinho JP/PB  (Fonte: http://www.luar.dcc.ufmg.br/bravesdb/index.php
PEREIRA-FILHO, 2007, 182f). ?lan=pt_br&op=specsheet&specieid=53)

(c) Micrurus  corallinus  (Merrem). (d) Micrurus frontalis (Dumeéril, Bibron e
Distribuicdo geogréfica: regido Sul e Sudeste Duméril). Distribuicdo geografica: MG, SP, MT,
(faixa litoranea). (Fonte: www. Saudeanimal. MS. Serra da Canastra / MG (Fonte: www.
com.br/imagens/coral_da_mata). Arthurgrosset.com).

Figura 1: Principais espécies de serpentes corais de importancia médica presentes no territdrio

brasileiro. (a) Micrurus ibiboboca; (b) Micrurus spixii; (¢) Micrurus corallinus; (d) Micrurus
frontalis.

1.1.1. O complexo Micrurus lemniscatus

A serpente elapidica americana M. lemniscatus (Linnaeus, 1758) apresenta-se
como um complexo constituido de quatro subespécies: M. lemniscatus diutius (Burger,
1955), M. lemniscatus lemniscatus (Roze, 1967), M. lemniscatus carvalhoi (Roze,



1967) e M. lemniscatus helleri (Schmidt e Schmidt,1925) (PIRES, 2011; CARVALHO,
etal., 2007; VITAL-BRAZIL, 1987).

Relatos cientificos e historicos mostram que 0s primeiros registros da espécie M.
lemniscatus estdo presentes em ilustraces nos volumes um e dois da obra de Albertus
Seba, intitulada “Locupletissimi rerum naturalium thesauri...”, datados de 1734 e 1735,
respectivamente. Em 1749, foram publicadas as primeiras descri¢cdes literarias de
serpentes desse Complexo e s6 em 1925 é que houve a fragmentacdo em subespécies,
com a descricdo de M. I. helleri (Schmidt e Schmidt) (PIRES, 2011).

Esta espéecie é amplamente distribuida pela Ameérica do Sul, sendo encontrada na
Venezuela, Colémbia, Equador, Bolivia e Brasil (VITAL-BRAZIL, 1987; ROZE,
1982). No Brasil estd mais presente no vale amazonico, litoral atlantico e cerrado. Das
quatro subespécies, apenas as trés ultimas estdo distribuidas geograficamente no
territorio brasileiro, sendo a M. I. carvalhoi localizada no sudeste do pais, no estado de
S&o Paulo; M. I. helleri localizada no norte, na regido amazoénica; M. |. lemniscatus, nas
regides nordeste e sudeste, no litoral atlantico e cerrado (Figura 2-a, 2-c) (SOURENSE,
2000).

Figura 2: Serpente elapidica americana Micrurus I. lemniscatus (Linnaeus, 1758). (a) Exemplar
coletado na Mata do Buraquinho JP/PB. (b) Denticdo proterdglifa caracteristica das serpentes
elapidicas. (c) Distribuicao geogréfica no territorio brasileiro do complexo M. lemniscatus, que se
localiza desde o vale amazdnico, passando pelos cerrados do Brasil central e no litoral atlantico
(nordeste e sudeste) (Adaptado de: PEREIRA-FILHO, 2007, p.90,182f).

Como caracteristicas morfoldgicas e filogenéticas do complexo M. lemniscatus,
no corpo apresentam triades de anéis pretos separados por vermelhos, sendo a primeira

triade completa acima de 27 escamas subcaudais, em geral mais do que 30. Ha presenca



de manchas brancas no focinho, com auséncia de faixa branca internasal, e, se presente,
apresenta-se irregular e estreita, manchada de preto, cobrindo parte da pré-frontal (DA
SILVA JR & SITES JR, 2001).

Todas as escamas parietais ou pelo menos as da parte posterior sdo pretas. As
trés subespécies presentes no territorio brasileiro apresentam em comum mais de 226
escamas ventrais no macho e mais do que 243 nas fémeas, entretanto, as diferencas
intraespecificas consistem em: M. I. carvalhoi apresenta entre 27 e 33 escamas
subcaudais na fémea, escamas vermelhas com poucas manchas pretas irregulares ou
apices pretos e faixas brancas estreitas limitadas a 1 ou 2 escamas; as outras duas
subespécies possuem em comum mais do que 33 escamas subcaudais nas fémeas,
auséncia de manchas nas escamas vermelhas ou apenas com apices pretos irregulares e
faixas brancas geralmente em mais do que 4 escamas. As diferencas morfoldgicas
aparentemente estdo restritas ao numero de triades no corpo, sendo de 9 a 11 em M. I.
helleri e entre 11 e 14 em M. . lemniscatus (Figura 3) (SOURENSE, 2000).

Figura 3: Representacdo de um exemplar macho de Micrurus I. lemniscatus (Linnaeu, 1758). Mata
do Buraquinho/Jodo Pessoa/PB. Observa-se a presenca de escamas vermelhas (representadas em
cinza) com &pices pretos irregulares e faixa branca em mais do que 4 escamas (Fonte: PEREIRA-
FILHO, 2007, p. 42, 182f).

Sobre a biologia da M. lemniscatus, essa, em sua maioria habita florestas de
varzeas ou florestas tropicais, onde pode viver em troncos de arvores (PARDAL et al.,
2010; MANOCK et al., 2008). Apresenta uma dieta especifica e restrita a exemplo de

outras serpentes, como anfisbenidios e peixes. O trabalho de Da Silva Jr e Aird (2001)



apontou que a M. I. lemniscatus e M. I. helleri possuem alimentacdo composta
preferencialmente, por peixes (Symbranchus marmoratus) e anfisbenidios
(Amphisbaena sp.); a M. I. carvalhoi alimenta-se de anfisbenidios (Amphisbaena sp. e
Leposternon sp.) e de outras serpentes (Liophis typhlus e Tantilla melanocephala).
Esses autores mostraram que a dieta alimentar diferenciada entre as subespécies
acrescida das diferencas entre sexo, idade e isolamento geogréafico, refletem na poténcia,
toxicidade e nas caracteristicas bioquimicas das peconhas. A Tabela 1 mostra a dose
letal que causa morte em 50% das presas (DLso) associada a via de administragéo e aos

habitos alimentares das serpentes destas sub-espécies.

Tabela 1: Toxicidade das pegonhas das serpentes do complexo M. lemniscatus presentes no Brasil
associada aos hébitos alimentares. DLso relacionada as vias de administra¢do intravenosa (i.v.),
intraperitoneal (i.p.) e intramuscular (i.m.) com os hé&bitos alimentares de cada subespécie
(Adaptado de: DA SILVA JR . e AIRD, 2001).

Habitos alimentares
Mamifero: Peixe  (Symbranchus | Anfisbenidios Serpente Colubridae
camundongo (Mus marmoratus) (Amphisbaena sp.) (Liophis typhlus)
musculus)
AV i.p. i.m. iv. i.p. i.m. i.v. i.p. i.m. iv. i.p. i.m.
(Mo/9) | (Mg/g) | (Mg/9) | (Ma/g) | (MO/9) | (Mo/9) | (Mg/g) | (a/9) | (Mo/g) | (Mo/g) | (Ho/g) | (Ma/g)
M. I.| 02 0,4 05 | | 003 ] 02 | __ | o4 07 | ___ | 05 0,7
lemn.
M. L 0,3 0,5 0,7 ___ | 0,06 0,3 - 0,4 05 | | 04 0,6
carv.
M. L 0,1 0,2 0,4 _ | 0,02 0,1 - 0,5 07 | | 06 0,7
hell.

Tanaka e col. (2010) mostraram que a DLso da peconha de M. lemniscatus,
avaliada em camundongos (Mus musculus), por via intraperitoneal (i.p.), corresponde a
aproximadamente 0,59 pg/g (13 pg/animal entre 18-22 g), corroborando com o valor
encontrado na tabela acima para M. |. carvalhoi. De acordo com a tabela pode-se
observar ainda que, em mamiferos, a toxicidade da peconha, representada pela DLso
apresenta-se em ordem decrescente de: M. I. helleri > M. . lemniscatus > M. |.
carvalhoi relacionada as vias de administragdo (i.v. > i.p. >i.m.).

No que concerne as peculiaridades das peconhas de cada espécie e subespécies
de serpentes do género Micrurus, torna-se necessaria a caracterizacdo bioquimica e

farmacoldgica das peconhas brutas, isoladamente. Dessa forma, espera-se auxiliar de



forma mais dirigida, na terapéutica dos envenenamentos, atenuando o agravamento dos
quadros clinicos, bem como, na elucidacdo dos mecanismos toxicoldgicos promovidos
pelas toxinas isoladas, ou pelo sinergismo entre elas, refletido nos sintomas

manifestados pelas vitimas.

1.2. ACIDENTES OFIDICOS POR Micrurus sp. (FAMILIA ELAPIDAE)

1.2.1. Aspectos epidemioldgicos dos acidentes ofidicos

Envenenamentos por mordidas de serpentes sdo considerados importantes
problemas de salde publica em areas rurais de paises tropicais e subtropicais situados
na Africa, Asia, Oceania e América Latina. Dados recentes divulgados pela World
Health Organization (WHO) estimam que anualmente no mundo ocorram cerca de 421
mil casos de acidentes ofidicos, com 20 mil dbitos (4,75%), sendo o maior nimero de
casos ocasionados por serpentes elapidicas (cobras, kraits, mambas, etc.), viperidicas e,
em algumas regides, serpentes marinhas (WHO, 2014). Apesar dos dados mundiais de
casos de ofidismo serem alarmantes, proporcionalmente parece ter havido uma reducéo
no numero de acidentes ofidicos com obitos, uma vez que em 2010 fora estimado que
no mundo ocorreria mais de 500 mil casos de ofidismo com cerca de 130 mil Obitos
(26%) por ano (DE SOUZA, 2010).

Os acidentes ofidicos sdo, em grande parte, negligenciados pela satde publica,
afetando principalmente popula¢es rurais pobres que vivem de atividades agricolas. E,
devido a limitacdo de assisténcia a saude aos acidentados, falta de acesso aos
antivenenos (soros anti-ofidicos) ou retardo na sua administracdo, uso incorreto desses
aliados a gravidade dos casos, muitas vezes, mesmo ndo havendo @bitos, as vitimas
sobrevivem com sequelas irreversiveis com danos teciduais e/ou psicoldgicos..
Entretanto, esses acidentes ainda s&o considerados um caso de morbi-mortalidade em
muitos paises e em consequéncia, a WHO incorporou desde 2010 o ofidismo na lista de
doencas negligenciadas (WHO, 2014; DE SOUZA, 2010).

Na América do Sul, o Brasil é o pais com maior numero de acidentes ofidicos,
com cerca de 20-30 mil casos por ano, seguido pelo Peru (4.500), Venezuela (2.500-
3.000), Colémbia (2.675), Equador (1.200-1.400) e Argentina (1.150-1.250) (ROJAS et
al., 2007). No Brasil, no periodo de 2010 a 2012, o numero de acidentes por animais

peconhentos registrados pelo Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo



(SINAN), do Ministério da Saude (MS), foi de 141.158 casos, com 253 Obitos
registrados em 2012. Desses casos notificados, 28.244 casos foram de acidentes
ofidicos, ocupando o segundo lugar nas notificagdes (Figura 4) e perdendo apenas para

os acidentes por escorpido, com registro de 63.857 casos (SAUDE 2014).

W Serpente (22%)

B Aranha (19%)

W Escorpido (49%)
Lagarta (3%)
Abelha (8%)

Figura 4: Notificacdo dos acidentes por animais peconhentos no Brasil no periodo de 2010 a 2012.
Os dados foram divulgados pelo Ministério da Saude/SINAN Net, 2014 (SAUDE 2014).

Além do mais, de acordo com as Ultimas estatisticas do Sistema Nacional de
Informagbes ToOxico-Farmacologicas (SINITOX)- Fiocruz/MS, no ano de 2011 os
acidentes por animais pegonhentos (26.296 casos) ocuparam o segundo lugar nas
intoxica¢fes humanas, sendo apenas ultrapassados pelos medicamentos (31.756 casos),
(SINITOX/FIOCRUZ/MS 2014) fato que se repete ha alguns anos (ROJAS et al., 2007;
PINHO et al., 2004).

Em 2008, no Brasil, na maior parte dos acidentes causados por serpentes
peconhentas verificou-se que o predominio de acidentes envolveu a familia Viperidae:
género botrépico (jararaca), que correspondeu a 73,5% dos casos de ofidismo
notificados no pais, seguidos pelo género crotélico (cascavel) com 7,5%, género
laquético (surucucu) com 3,0%; e, por ultimo representando a familia Elapidae , o
género Micrurus (coral verdadeira) com 0,7%, havendo pequenas variagdes, de acordo
com a regido e a distribuicdo geografica das serpentes. O maior indice de acidentes
ocorreu nas regides Norte e Centro-oeste (MS e

http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/gve_7ed web_atual aap.pdf. 2012).



Dados divulgados pelo Ministério da Saude/Brasil das notificacfes dos casos de
ofidismo em doze anos (2000-2012) mostram, de modo geral, um aumento do ndmero
de registros pelo SINAN (Tabela 2). Além disso, dentre as serpentes de importancia
médica, o género Bothrops sp. continua sendo o que mais causou vitimas (Tabela 2 e

Figura 5).



10

Tabela 2: NUmero de casos de ofidismo notificados pelo SINAN/MS/Brasil nos Gltimos doze anos. Os dados estédo categorizados pelo género de serpente. Divulgacao

pelo Ministério da Satide/SINAN Net, 2014 (SAUDE 2014).

2000 | 2001 | 2002 | 2003 00 2005 2006 | 2007 | 2008 2009 01 2011 | 2012
Micrurus 1 0 0 0 0 0 0 0 2 203 0 1 232
Bothrops 6 1 0 1 2 1 8 2 105 21733 3 112 | 20263
Crotalus 1 0 0 0 0 0 2 1 11 2160 0 16 2135
Lachesis 0 0 0 0 0 0 0 0 3 946 0 5 859
N&o-peconhentas 0 0 0 0 0 0 1 0 8 1227 0 10 1241
TOTAL 8 1 0 1 2 1 11 3 129 26269 3 144 | 24730




11

B Micrurus sp. (1%)
Bothrops sp. (82%)

B Crotalus (9%)
Lachesis (3%)

B N3o-pecgonhentas (5%)

Figura 5: Notificacdo dos acidentes ofidicos no Brasil, por géneros de serpentes, no'perl'odo de 2010
a 2012. Os dados foram divulgados pelo Ministério da Saude/SINAN Net, 2014 (SAUDE 2014).

Historicamente, o primeiro estudo epidemioldgico de acidentes ofidicos no
Brasil foi realizado por Vital Brazil, em 1901, quando levantou-se o nimero de 6bitos
por mordidas de serpentes peconhentas no Estado de S&o Paulo. Neste mesmo ano,
Vital Brazil entregou as primeiras ampolas de soro antiofidico para o consumo e junto a
essas passou a distribuir o Boletim para Observacdo de Accidente Ophidico para ser
preenchido com os dados referentes ao acidente, que levou ao uso do antiveneno
(BOCHNER e STRUCHINER, 2003). Esta foi a primeira forma de notificagdo dos
acidentes ofidicos no pais. Ao longo de 113 anos, outros modelos de fichas e sistemas
de notificacdo dos acidentes foram empregados até chegar-se aos utilizados atualmente
pelo SINAN, SINITOX e outros.

Contudo, mesmo com a iniciativa de Vital Brazil no inicio do século XX, os
atuais sistemas nacionais de informacdo responsaveis pelas notificacdes dos acidentes
por animais peconhentos s6 comecaram a surgir em 1986, quando foi implantado o
Programa Nacional de Ofidismo na antiga Secretaria Nacional de Acdes Bésicas em
Saude (SNABS), do Ministério da Saude. Nesse momento, os acidentes ofidicos
passaram a ser de notificacdo obrigatoria no pais, sendo o SINAN/MS com cobertura
universal, responsavel pelos registros de doencgas de diferentes naturezas cronicas e

agudas, sendo essas transmissiveis ou ndo, e o SINITOX/FIOCRUZ/MS, restrito a
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alguns centros, registrando casos de intoxicacdo e envenenamento humano dividido em
categorias (BOCHNER, 2002).

Apesar da baixissima incidéncia de acidentes ofidicos por serpentes do género
Micrurus sp. (PETERSON e DVM, 2006), esses apresentam um alto coeficiente de
letalidade de 0,36% (MORAES et al., 2003), e com frequéncia sdo extremamente sérios.
A severidade dos envenenamentos por Micrurus sp. pode variar de trivial a
extremamente grave dependendo de alguns fatores, como: o tamanho da serpente, a
quantidade de peconha injetada e a idade da vitima (ALAPE-GIRON et al., 1994). A
dose letal para humanos adultos é em torno de 4 a 5 mg de peconha injetada, sendo uma
serpente adulta capaz de injetar até 20 mg por mordida (PETERSON e DVM, 2006), o
que mostra a alta poténcia destas pegonhas.

As corais sdo serpentes  relativamente doceis, em geral respondem
agressivamente com uma mordida se provocadas ou sentirem-se ameacadas
(MOREIRA et al., 2010; PETERSON et al., 2006; VITAL-BRAZIL, 1987). Em caso de
acidentes com essas serpentes, as regides anatdmicas mais frequentemente acometidas
sd0 0os membros inferiores (pé e perna) e oS membros superiores (mdo e
punho/antebraco) (ROJAS et al., 2007; PINHO et al., 2004), o que provavelmente
deve-se ao fato de apresentarem uma denticéo do tipo proteréglifa com pequenas presas
frontais e fixas, pouco desenvolvidas para inje¢do da peconha, o que necessita de uma
acao de mastigacdo (SOURENSE, 2000).

Levantamentos epidemioldgicos realizados em estados de distintas regides do
pais, tais como no Amapa (LIMA, CAMPOS e RIBEIRO, 2009), nordeste de Sao Paulo
(ROJAS e GONCALVES, 2007), Goias (PINHO e OLIVEIRA, 2004), Paraiba
(ALBUQUERQUE, DA COSTA e CAVALCANTI, 2004), Ceara (FEITOSA, MELO e
MONTEIRO, 1997) apontaram que, nos casos de ofidismo, a faixa etaria mais
acometida foi entre 20-39 anos de idade, sendo a maior prevaléncia em individuos do
sexo masculino.

No estado de Minas Gerais/Brasil, 0 nimero de casos de ofidismo notificados
no SINAN no periodo de 1991 a 1993 foi de 10.403, ocupando o primeiro lugar no pais,
e entre 2001 e 2003, foi de 9.645 casos, ocupando o segundo lugar, perdendo apenas
para o estado do Para (Saude, 2004). Um estudo epidemioldgico realizado na regido
norte do estado mostrou um numero elevado de casos de ofidismo notificados (10.553)
entre 0s anos de 2002 a 2006, sendo 0 municipio de Montes Claros/Bocailva o de maior

incidéncia, na area urbana (LIMA et al. 2009). Nenhum outro estudo epidemiolégico
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sobre ofidismo no estado de Minas Gerais foi encontrado, 0 que sugere a grande
necessidade de um levantamento da atual situacdo epidemiol6gica de acidentes ofidicos
no estado.

1.2.2. Sintomatologia e Terapéutica dos acidentes por Micrurus sp.

As peconhas das corais sdo primariamente neurotdxicas, com pequena reacéo
tecidual local ou dor na regido da mordida. Ocasionalmente, pode ocorrer dor local e
parestesia na regido afetada. A vitima apresenta alteracdes no estado mental, fraqueza
generalizada e fasciculagdo muscular, seguida de uma paralisia progressiva dos
membros e musculos respiratorios, 0 que pode levar a morte por insuficiéncia
respiratoria (VITAL-BRAZIL, 1987; KITCHENS e VAN MIEROP, 1987). Os sinais
sdo consistentes com disfuncdo bulbar, ptose palpebral, oftalmoplegia, paralisia dos
musculos do pescogo, mandibula, laringe e faringe; bem como espasmos faringeais,
hipersalivacdo (sialorréia), cianose e trismus (PETERSON e DVM, 2006; VITAL-
BRAZIL, 1987).

O conjunto de efeitos da neurotoxicidade ¢ como a Sindrome Curariforme, que
induz depressdo do sistema nervoso central (SNC), paralisia muscular e instabilidade
vasomotora (PETERSON e DVM, 2006). Outras serpentes elapidicas (cobra, king
cobra, kraits, serpentes marinhas) também causam em suas Vvitimas sintomas
neurotdxicos similares, tais como paralisia, pouca ou auséncia de dor local, ptose,
trismus, paralisia facial e, em casos mais severos, necessitam de ventilacao artificial
devido a paralisia respiratoria (WARREL, 2010). Entretanto, em acidentes com
Micrurus na vitima acidentada ndo ocorre necrose tecidual, assim como hemorragia ou
disturbios na coagulacao sanguinea (VITAL-BRAZIL, 1987).

A terapéutica adotada em caso de acidentes é a soroterapia caracterizada pelo
uso do soro comercial antielapidico polivalente, produzido a partir de duas espécies de
serpentes, a M. corallinus e a M. frontalis (RAW et al., 1991), sendo 1 ml do soro capaz
de neutralizar 1,5 mg de peconha. Isto porque o uso do soro monovalente néo é capaz de
neutralizar as peconhas das diferentes espécies de Micrurus, indicando que ha
diferencas imunogénicas relevantes entre as peconhas desse género (ALAPE-GIRON
et. al., 1994). Os antivenenos sdo produzidos e distribuidos no Brasil pela Fundagédo
Ezequiel Diaz/MG (FUNED) e pelo Instituto Butantan/SP (PARDAL, et al. 2010).
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Um levantamento soroterdpico realizado no Brasil, nos anos de 2001 a 2003
mostrou que, do total de acidentes notificados nesse periodo, 81 % dos pacientes fez uso
de antiveneno. Dos cinco tipos de antivenenos disponiveis, 0 menor nimero de ampolas
utilizadas foi a de Soro antielapidico (SAEL), isto se deve ao menor numero de
incidentes por estas espécies de serpentes (Saude, 2004).

A recomendacéo para a soroterapia consiste na aplicacdo de 5 a 10 ampolas por
via endovenosa, quantidade suficiente para neutralizar até 150 mg da pegonha
(MARQUES et al., 2003). O soro € administrado e varias outras medidas paliativas sdo
também utilizadas, tais como injecdo concomitante de outros farmacos do tipo
anticolinérgicos, anticolinesterasicos, analgésicos, dentre outros.

Um caso clinico envolvendo um paciente de 20 anos, mordido por M. frontalis,
mostrou que 2 horas apds o0 envenenamento este apresentava sintomas como franqueza
muscular, dificuldade em andar e falar, parestesia no membro acometido e visédo turva,
ptose bilateral (Figura 6-1), oftalmoplegia, dificuldade de se manter em postura ereta
(Figura 6-11) e respiratoria. Entretanto, ap6s a administracdo de farmacos (i.v.) como
betasona (8 mg), maleato de feniramina (45 mg), sulfato de atropina (0,5 mg) e
metilsulfato de neostigmina (1 mg) alguns sintomas foram parcialmente revertidos
(Figura 6-I1I; 1V). Além dos farmacos foi feito uso do soro antielapidico (100 ml)
produzido pelo Butantan (VITAL BRAZIL e VIEIRA 1996).

O inicio dos sinais de envenenamento pode ser demorado, levando um tempo de
10 a 18 horas (MARKS et al., 1990; KITCHENS e VAN MIEROP, 1987). Relatos de
casos de envenenamentos, tais como um ocasionado pela M. lemniscatus helleri
descreveram sintomas clinicos iniciais (até 7 h apds o acidente) como ptose palpebral,
disfuncdes neuroldgicas (ansiedade, disartria, disfagia, nistagmo, decréscimo da
acuidade visual, paralisia facial), taquipnéia, dor e parestesia locais, tendo sido
necessaria a soroterapia e administracdo endovenosa (i.v.) de farmacos comerciais como
diazepam (20 mg), cetocorolaco (60 mg) e morfina (3 mg). Tardiamente (até 110 h)
alguns pacientes apresentaram progressiva paralisia motora, insuficiéncia respiratoria e
hipoxia leve, sendo necessarias intubagdo e ventilacdo artificial (MANOCK et al.,
2008).

Outros dois relatos de acidentes por outras espécies como a M. surinamensis
também mostrou que o paciente apds 20 min do acidente apresentou parestesia por todo
o membro, disartria, disfagia, hipersalivacdo, visdo turva e faces miastémica, porém

com auséncia de dor local. A frequéncia cardiaca e pressdo arterial encontravam-se
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normais, entretanto houve necessidade de ventilacdo artificial e administracdo i.v. de
farmacos como neostigmina (0,5 ml= 5 mg) e atropina (1 ml= 0,25 mg), além da
soroterapia (10 ampolas= 100 ml). J& no acidente com a M. filiformis, o paciente
apresentou apenas leve dor local e edema, com auséncia das manifestacOes

neuroldgicas, e apenas foi feito o uso da soroterapia (100 ml) (PARDAL et al., 2010).

Figura 6: Aspectos clinicos do envenenamento por Micrurus frontalis. 1) Ptose bilateral; 11) Faces
miastémicas e dificuldade em ficar de pé. 11l e 1V) Reversdo parcial dos sintomas apds 10 min de
injecdo de neostigmina e atropina (1 e 0,5 mg, respectivamente) (VITAL BRAZIL e VIEIRA 1996).

Um estudo sobre os acidentes ocasionados por Micrurus tener, no Texas (EUA),
apontou que o0s sintomas apresentados pelas vitimas sdo similares a sintomatologia de

espécimes do territério brasileiro. Foram analisados 82 casos entre os anos de 2000-
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2004. Em geral, 90 % das vitimas apresentou dor, parestesia, edema e eritema no local;
7,3 % apresentou efeitos sisttmicos como nauseas, vomitos, tontura, letargia, salivacéo,
euforia, tremor, disartria, ptose, diplopia, dispnéia, disfagia, fraqueza muscular,
depressao respiratoria ou convulsao (MORGAN et al., 2007).

Clinicamente, as variagcdes de sinais e sintomas apresentados nos quadros de
envenenamento por Micrurus sp. sugerem diferencas sutis toxinoldgicas dos
constituintes de cada pegonha (DA SILVA JR. 2001).

1.3. ATIVIDADES FARMACOLOGICAS E COMPOSICAO BIOQUIMICA
DAS PECONHAS DAS SERPENTES ELAPIDICAS e de Micrurus sp.

Os venenos sdo estratégias evolutivas importantes para uma ampla gama
filogenética de animais, e possibilitam uma variedade de vantagens para 0s mesmos,
tais como, habilidade para captura e digestdo eficiente da presa, defesa contra os
predadores, competicdo e dissuasdo, ou ainda a combinacdo entre essas estratégias
(FRY, et al., 2009; MENEZ, et al., 2006). Em geral, os venenos em todo o Reino
Animal sdo caracterizados por serem misturas complexas, que incluem uma variada
combinacdo de proteinas (estruturalmente compostas por subunidades polipeptidicas
formando enzimas globulares, até simples e pequenos peptideos), sais inorganicos e
moléculas organicas, como poliaminas, aminoacidos e neurotransmissores (FRY,
ROELANTS et al., 2009).

O termo peconha € utilizado para designar toda substancia toxica (veneno)
produzida e injetada por aparato inoculatorio presente no organismo peconhento. As
peconhas ofidicas apresentam cerca de 90% de peso seco constituido por proteinas, que
compreendem centenas de diferentes toxinas. Em peconhas de serpentes viperidicas 80
a 90 % sdo enzimas e em serpentes elapidicas, entre 25-70 %, havendo também toxinas
polipeptidicas ndo-enzimaticas e proteinas atdxicas como fator de crescimento de nervo
(NGF) (WARREL, 2010). Essa combinagdo confere uma ordem formidavel nas
propriedades toxicas de cada peconha em que proteinas e peptideos sdo majoritarios
(KOH e ARMUGAM , 2006).

A evolucdo das funcgdes das pegonhas das serpentes e a diversificacdo dessas

toxinas tem sido uma fonte de pesquisa interessante para a compreensdo dos processos
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evolutivos e filogenéticos. Os estudos destes processos também sdo Uteis na clinica para

elucidar os eventos fisiopatoldgicos desencadeados pelo envenenamento.

1.3.1. Atividades farmacoldgicas promovidas pelas peconhas das serpentes
de Micrurus sp.

Os estudos com a pegonha e as toxinas das serpentes tém como foco um ou mais
objetivos: (i) determinar o0 modo e o mecanismo de acdo das toxinas; (ii) encontrar
formas de neutralizar a toxicidade e os efeitos adversos do envenenamento pelas
serpentes; (iii) desenvolver ferramentas de pesquisa especificas que sejam Uteis ao
entendimento dos processos fisiolégicos normais em niveis celular e molecular; (iv)
desenvolver prototipos de agentes farmacologicos baseados nas estruturas das toxinas
(KINI, 2002).

Estudos experimentais sugerem uma variedade de atividades farmacolégicas das
diferentes peconhas das corais, como neurotoxica (MOREIRA et al., 2010; CECCHINI
et al., 2005; VITAL-BRAZIL, 1987); hemolitica e pro-inflamatéria (TAMBOURGI et
al., 1994); cardiotoxica e miotoxica (GUTIERREZ, ROJAS e DA SILVA JR, 1992,
BARROS, FERNANDES e FERREIRA, 1994); edematogénica (CECCHINI et al.,
2005; BARROS et al., 1994); muscarinica (DA SILVA et al., 2011); nociceptiva
(BOHLEN et al., 2011); antiagregante plaquetaria (SALAZAR et al., 2011); citotoxica
(CARVALHO et al., 2014).

Em 1992, Gutiérrez e col. analisaram a atividade mionecrdtica induzida pela
peconha bruta de 11 espécies de Micrurus, dentre essas espécies estava a M.
lemniscatus helleri. Todas as peconhas exceto a M. surinamensis apresentaram
atividade de proteina cinase plasmatica, sendo a peconha de M. lemniscatus a segunda
com maior atividade.

Ensaios com a PB de cinco espécies de Micrurus sp. (M. averyi, M. spixii, M.
surinamensis, M. hemprichii e M. lemniscatus) para a investigacdo da atividade
coagulante e fosfolipésica in vitro e as atividades hemorragica, miotoxica e
edematogénica in vivo dessas peconhas. Os resultados mostraram que todas as pegonhas
apresentaram intensa atividade edematogénica e miotoxica, exceto a pegonha de M.
surinamensis, e apenas a peconha de M. averyi apresentou atividade hemorrégica.

Relacionada a pegonha de M. lemniscatus foi observado que ap6s 24 h de admnistracdo
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no musculo gastrocnémico de camundongo ocorreu angionecrose com proeminentes
infiltrados polimorfonucleares com histiocitos, e intenso efeito edematogénico (DOS
SANTOS et al., 1994). No mesmo ano, Tambourgi e col. (1994) publicaram um estudo
com as espécies M. ibiboboca e M. spixii avaliando a atividade pro-inflamatoria e
hemorragica dessas peconhas mostrando que ambas promoveram lise em hemaécias
(com 30 ng/ml) e que a peconha de M. spixii apresentou atividade similar & trombina.
Quando testadas em pele de camundongos, as peconhas induziram um aumento da
permeabilidade vascular e edema indicando a presenca de substancias pro-inflamatérias.

Serafim e col. (2002), avaliou a atividade da PB da serpente Micrurus d.
carinicauda na jungdo neuromuscular de mamiferos. Foi observado que na
concentragdo de 5 pg/ml causou danos a 52% das fibras musculares do nervo frénico
diafragmatico de ratos, indicando que essa peconha apresenta efeitos neurotoxicos e
miotdxicos com atividade predominante pos-sinaptica.

Avaliando as atividades necréticas, coagulante, edematogénica, hemorragica,
necrdtica e miotoxica da pegonha de M. altirostris e a neutralizacdo dessas atividades
pelo anti-veneno produzido pelo Butantan/SP, Moraes e col. (2003) observaram que as
atividades hemoliticas e miotoxicas foram neutralizadas, entretanto, o soro ndo foi
capaz de neutralizar a atividade letal apresentada pela PB.

Outro estudo, desenvolvido por Cecchine e col. (2005), avaliou algumas
atividades enzimaticas e e bioldgicas com a PB de quatro corais: M. lemniscatus
carvalhoi (Mlc), M. frontalis (Mf), M. surinamensis (Ms) e M. nigrocinctus (Mn). Os
resultados mostraram que as peconhas de Mf e Mn demonstraram alta atividade
anticoagulante e fosfolipasica. Em relacdo a ruptura da membrana lipossdmica, todas as
peconhas apresentaram ruptura acima de 50 %, exceto Ms (37 %). Quanto a taxa de
letalidade, a peconha de MIlc apresentou-se como sendo a menos tdxica quando
administrada i.m. ou i.p. em todas as concentragdes (5-20 pug/camundongo). Na jungéo
neuromuscular do nervo frénico e diafragma de mamiferos e no musculo biventer
cervices de pintainho, a peconha de MIc reduziu a tensdo muscular de modo
concentracdo e tempo dependentes. Além disso, essa mesma peconha apresentou reacdo
cruzada contra anticorpos de a-NTX de cadeia curta e longa, e reagiu com menor
intensidade aos anticorpos contra miotoxinas fosfolipasicas, apresentando alta atividade
miotoxica e neurotoxica.

Similar ao estudo anterior, Dokmetjian e col. (2009) investigou varias

atividades farmacoldgicas da PB de M. pyrrhocryptus e apontou que esta ndo
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apresentou atividades hemorragica, necrotica ou coagulante, entretanto, mostrou-se com
alta atividade hemolitica (em torno de 50 %) e miotoxica.

Um trabalho recente com a pegonha bruta da M. lemniscatus utilizando modelos
comportamentais para a nocicep¢do em camundongos apontou uma atividade antinociceptiva da
peconha (v.0. 19,7-1.600 pg/kg), com efeito mais prolongado e maior poténcia que a morfina,
sendo avaliados pelos testes comportamentais de Campo aberto, Formalina, de Contor¢do e de
Retirada da cauda, sem comprometimento da atividade motora, o que sugeriu a participacdo de
receptores opidides (DOS SANTOS, et al., 2012).

Até o presente momento estudos revelavam que a peconha de M. lemniscatus
possuia apenas NTXs ativas em receptores pos-sinapticos (VITAL BRAZIL, 1987;
CECCHINI et al., 2005). Todavia, Montandon (2013) demonstrou a atividade pré-
sinaptica da PB e fra¢Oes isoladas da M. lemniscatus induzindo a liberacdo de glutamato
em sinaptosomas cérebro-corticais de ratos.

Relacionado a peconha de M. lemniscatus, Silva (2013) investigou a atividade da
PB sobre o sistema colinérgico muscarinico do musculo liso longitudinal de ileo de
cobaia, demostrando que a PB (3 pg/ml) apresentou efeito contréatil sobre o ileo, e que
uma toxina denominada de MT MI (7.233 Da) apresentou atividade muscarinica cem
vezes mais potente do que a peconha nessa concentracdo. Farmacologicamente, a
atividade dessa toxina foi antagonizada parcialmente pela atropina, um antagonista

inespecifico dos receptores muscarinicos.

1.3.2. Componentes bioquimicos presentes nas peconhas das serpentes de
Micrurus sp.

A biblioteca natural de toxinas estd estimada em milhdes de toxinas diferentes
(SIEW et al., 2004). A complexidade desses compostos frente a diversidade de
peptideos e proteinas, juntamente com o nimero de espécimes peconhentas conhecidas,
indica que apenas uma inconspicua fragdo (menos de 1%) das moléculas bioativas foi
identificada e caracterizada biologicamente (MENEZ e STOCKLIN, 2006)

De modo geral, as classes enzimaticas que podem estar presentes nas pegonhas
ofidicas sdo: hidrolases digestivas; hialuronidases; inativador ou ativador de processos
fisiologicos, como cininogenases; L-aminodcido oxidase; fosfomonoesterase e
fosfodiesterase; 5 -nucleotidase; DNAse; NAD-nucleotidase; fosfolipases A2 (PLAY);

peptidases (WARREL 2010), sendo a maior parte delas de natureza hidrolitica.
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Os constituintes bioquimicos das peconhas elapidicas, quando comparados aos
das peconhas viperidicas, apresentam uma maior diversidade, principalmente em classes
de proteinas. Os principais componentes das peconhas elapidicas sdo neurotoxinas pés-
sinapticas, neurotoxinas pré-sinapticas e cardiotoxinas. Entre 0s componentes
majoritarios das peconhas elapidicas, encontram-se as enzimas, principalmente as PLA>,
moléculas que causam mionecrose ou efeito similar as cardiotoxinas ou, em algumas
espécies, atuam como neurotoxinas pré-sinapticas (VITAL-BRAZIL, 1987), e as
toxinas protéicas do tipo trés-digitos ou trés-algas (“three-finger toxins” ou 3-Ftx),
grupo de toxinas exclusivas de serpentes elapidicas (FRY, ROELANTS et al. 2009).
Além desses, outros componentes protéicos e peptidicos compbem essa diversidade de
constituintes, em menor proporgao.

As serpentes elapidicas australianas, cujas peconhas sdo potencialmente
consideradas as mais téxicas do mundo, apresentam trés principais componentes nas
suas peconhas, que sdo as enzimas ativadoras de protrombina, PLA> toxicas com
inimeras  atividades e neurotoxinas 3-Ftx (FRY, 1999; HODGSON e
WICKRAMARATNA, 2006).

As serpentes elapidicas asiaticas apresentam como principais constituintes das
peconhas as PLA», toxinas 3-Ftx e os inibidores de serino protease do tipo kunitz
(SIANG et al. 2010). J& as serpentes elapidicas africanas possuem as 3-Ftx do tipo
citotoxinas e neurotoxinas, 0s peptideos potenciadores de bradicinina (BPPs), peptideo
natriurétrico e inibidor de bradicinina como componentes mais abundantes
(MUNAWAR et al., 2014).

As serpentes elapidicas americanas possuem como componentes majoritarios
das suas pegonhas as toxinas 3-Ftx do tipo a-neurotoxinas de cadeias curta e longa, com
diversas isoformas, e as PLA> do tipo IA (CISCOTTO et al., 2011).

Grande parte das proteinas presentes nas peconhas € resultante de um
recrutamento de eventos bioquimicos, em que um gene de uma proteina que esta
envolvida em um processo regulador chave é repetido, e esse novo gene é expresso
seletivamente na glandula de veneno. Em muitos casos, 0s genes da toxina sdo
amplificados para se obter familias multigénicas com novas funcionalidades, contudo,
preservando a estrutura molecular bésica, inclusive a estrutura terciaria da proteina
ancestral e alterando os grupos funcionais principais para adquirir uma ampla gama de

atividades farmacolégicas (FRY et al., 2009).
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Um estudo comparativo do conteddo enzimatico das peconhas das Micrurus
presentes no Brasil foi desenvolvido por Aird e Silva Jr (1991), com as espécies: M.
albicinctus, M. corallinus, M. frontalis altirostris, M. frontalis brasiliensis, M. frontalis
frontalis, M. ibiboboca, M. lemniscatus, M. rondonianus, M. spixii spixii e M.
surinamensis surinamensis, M. fulvius fulvius, em que foram investigadas a presenca de
varias enzimas distintas. Esse estudo mostrou graus de similaridades e diferencas
bioguimicas entre as espécies do género Micrurus (tabela 3).

Tabela 3: Comparacao entre o conteddo enzimatico das peconhas de Micrurus sp. As abreviacfes

dos nomes das enzimas correspondem a: Acetil= acetilcolinesterase; Hialuron= hialuronidase; L-
aminodes= L-aminodesidrogenase; 5-nucleo= 5-nucleotidase; Fosfodies= fosfodiesterase; PLA2=

fosfolipase Az ; Prote= protease; Leu= leucina aminopeptidase.

ENZIMAS
Espécies de Acetil | Hialuron L- 5°- Fosfodies PLA: Prote | Leu
Micrurus sp. aminodes nucleo
M. albicinctus tracos tracos tracos
moderados | moderados | leves
M. corallinus tracos tracos tracos
moderados | moderados | leves
M. f. altirostris tracos tracos
moderados | leves
M.f. brasiliensis tracos tracos
moderados | leves
M. f. frontalis tracos
leves
M. ibiboboca tracos
leves
M. lemniscatus | tracos tracos
leves leves
M. rondonianus tracos tracos
moderados | leves
M. s. spixii tracos tracos
moderados | leves
M. S. tracos tracos tragos
surinamensis leves leves
M. f. fulvius tragos tracos tracos
moderados | moderados | leves

Fonte: AIRD e DA SILVA JR, 1991 (adaptado).
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Vaérias classes de peptideos e toxinas ja foram isoladas a partir da pegonha de
serpentes elapidicas.

Peptideos com a modelagem AVIT fazem parte do arsenal molecular do veneno
dos répteis e também estdo presentes na pele de Bombina sp. Estes foram isolados pela
primeira vez da PB da elapidica africana Dendroaspis polylepis (black mamba), sendo
denominada de MIT-1 (mamba intestinal toxin 1) toxina. Os peptideos AVIT possuem
10 residuos conservados de cisteina e sdo agonistas potentes dos receptores
procineticina de mamiferos (PKR1 e PKR2). Os efeitos fisiofarmacoldgicos
ocasionados por essas toxinas sdo contracdes da musculatura lisa gastrica e hiperalgesia
(SCHWEITZ et al., 1999).

As proteinas secretérias ricas em cisteinas (CRISP — cysteine-rich secretory
protein) foram encontradas em peconhas de algumas serpentes elapidicas, tais como em
Naja naja e Oxyuranus scutellatus. O motivo CRD (dominio rico em cisteina do C-
terminal) dessas toxinas inibe alguns canais i6nicos para célcio e potéssio, além do
receptor de rianodina (HERRERA et al., 2012; SUZUKI et al., 2010).

A enzima hialuronidase foi isolada da peconha de algumas serpentes elapidicas
americanas, como na M. albicinctus, M. corallinus e M. ibiboboca. (DA SILVA JR.,
2001) e da africana Naja naja (GIRISH et al., 2004). Essa enzima atua primariamente
como fator de difusdo, aumentando a permeabilidade tecidual as demais toxinas da
peconha (FRY, ROELANTS et al., 2009).

Algumas serpentes elapidicas, como a Pseudonaja textilis (brown snake),
possuem nas suas peconhas toxinas inibidoras de serinoproteases do tipo kunitz, a
toxina textilinina-1 e da M. mipartitus foi isolada uma toxina com massa molecular 11,
94 kDa (REY-SUAREZ et al., 2011). Fisiologicamente, essas proteinas atuam inibindo
fatores de coagulacdo como plasmina e trombina, inibindo o processo de coagulacédo
sanguinea. Algumas apresentam atividade neurotdxica bloqueando os canais para célcio
voltagem-dependentes (Cay) do tipo L e 0s canais para potassio voltagem-dependentes
(Kv) (MILLERS, et al. 2013).

Foram identificadas quatro proteinas do tipo Lectina-C na pegonha da elapidica
americana M. fulvius (VERGARA et al., 2014); uma de M. mipartitus (REY-SUAREZ
et al. 2011); uma de M. spiixi (CISCOTTO et al.,, 2011); trés de M. nigrocinctus
(FERNANDEZ et al., 2011). Essas toxinas atuam no sistema de coagula¢do sanguinea

com inducdo ou inibicdo da agregagdo plaquetaria, e inibicdo dos fatores de coagulagéo
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(OGAWA, CHUIWA e ODA-UEDA, 2005 ABREU, ALBUQUERQUE e
RODRIGUES, 2006).

Os Peptideos natriurétricos sdo uma outra classe de componentes presentes na
peconha de algumas espécies de serpentes elapidicas e atuam como potentes
hipotensores. Os BPPs (peptideos potenciadores de bradicinina) sdo encontrados na
peconha de Naja m. mossambica com MM= 1,2 kDa, aparecem em numero de cinco em
uma fracdo isolada dessa peconha. Outro peptideo isolado da mesma fracdo dessa
peconha é uma toxina inibidora de bradicinina com MM =1 kDa. A serpente Notechis
s. scutatus apresenta dois peptideos natriurétricos de MM= 3,3 kDa (MUNAWAR, et al.
2014).

Outro constituinte bioguimico de peconhas elapidicas sdo as peptidases S1,
representadas pelas serino proteases. Sdo toxinas encontradas em venenos de répteis
com estrutura molecular similar a calicreina, e que atuam numa diversidade de
componentes da cascata de coagulacdo no sistema calicreina-cinina e no sistema
fibrinolitico nas células do sistema hemostatico causando um desequilibrio (FRY et al.,
2009; SERRANO e MAROUN, 2005) Essas proteinas aparecem nas peconhas de
algumas Micrurus, entre elas M. nigrocinctus, representada por uma toxina com MM=
43, 14 kDa (FERNANDEZ et al., 2011); em M. corallinus, equivalente a 0,16 % da
peconha (LEAO, HO e JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO, 2009); em M. mipartitus foram
caracterizadas duas toxinas com MM= 15,13 e 25,14 kDa (REY-SUAREZ et al., 2011).

Um grupo mais recente de proteinas, até entdo observadas apenas em lagartos,
foi identificado nas peconhas elapidicas, que sdo as proteinas com dominio PRY/SPRY
- Lectinas com acdo similar a Concavalina A, denominadas de Ohanatoxinas, por
primeiramente terem sido isoladas da peconha da serpente Ophiophagus hannah (king
cobra) (PUNG et al., 2006). A ohanina, isoforma encontrada na serpente, apresenta
como caracteristicas fisiopatoldgicas a hipolocomogdo, hiperalgesia, além de induzir
edema, vasorelaxamento endotelio-dependente, agregacdo plaquetaria e miotoxicidade
(FRY, ROELANTS et al., 2009). Na peconha de M. nigrocinctus também foram
isoladas trés toxinas dessa classe (FERNANDEZ et al., 2011).

As metaloproteases (SVMPs), proteinas que sdo os constituintes majoritarios das
peconhas das serpentes Viperidae, também compdem o arsenal bioquimico toxico das
peconhas das serpentes elapidicas. Foram identificadas seis toxinas do tipo
metaloproteases na peconha de M. nigrocinctus (FERNANDEZ et al., 2011); na

peconha de M. corallinus através do transcriptoma da glandula de veneno foi observado
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que 0,6% da peconha é composta por essa classe de toxinas (LEAO, HO e
JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO, 2009). Utilizando a mesma técnica, foi observado em
outro estudo que na pegonha de M. fulvius as metaloproteinases ocupam o quarto lugar
dos componentes mais abundantes. Estruturalmente, nessa peconha apresentam-se como
SVMPs do tipo I, com dominio desintegrina e ricas em cisteina (MARGRES et al.,
2013). Ciscotto e cols. (2011), mostraram, por espectrometria de massas, com
sequenciamento de novo (MALDI-TOF-TOF MS) a presenga dessas proteinas nas
peconhas de M. frontalis, M. lemniscatus e M. ibiboboca. De modo interessante, as
proteinas dessa classe possuem um dominio catalitico conservado, caracterizado pelo
motivo HEXXHXXGXXH, correspondendo a um sitio catalitico que se liga ao metal
zinco, que vem seguido de um dominio desintegrina, capaz de se ligar as integrinas
plaquetarias ou as células endoteliais (LEAO, HO e JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO,
2009). Em serpentes viperidicas as SVMPs sdo responsaveis pelos edemas locais e
sintomas hemorragicos caracteristicos do envenenamento desse grupo, entretanto, na
peconha de Micrurus a atividade farmacoldgica ainda € pouco esclarecida (MARGRES
etal., 2013).

Uma outra classe enzimatica, a L-aminoacido oxidase (LAO) também participa
da diversidade protedmica das peconhas elapidicas. Foram caracterizadas varias
isoformas de LAO de diferentes espécies de corais, entre elas da M. corallinus, M.
nigrocinctus, M. lemniscatus e M. spiixi , M fulvius (MARGRES et al.,, 2013;
FERNANDEZ et al., 2011; CISCOTTO et al., 2011; LEAO et al., 2009). Essas toxinas
séo flavoenzimas que catalisam a desaminagdo oxidativa de aminoacidos produzindo a-
cetoaminoacidos, peréxidos e aménia. Sdo moléculas que desempenham muitas
atividades bioldgicas como inducdo ou inibicdo de agregacdo plaquetaria, atividade
anticoagulante ou hemorrégica, antibacteriana, leishmanicida, pro6-apoptotica,
edematogénica Essas toxinas também foram identificadas na pegonha de Naja m.
mossambica (MUNAWAR et al. 2014).

Os outros dois componentes presentes nas peconhas das serpentes elapidicas sdo
as PLA; e as toxinas 3-Ftx. Como ja citado, esses constituem-se nas moléculas mais
abundantes dessas peconhas, sendo a ultima classe o objeto de estudo desse trabalho,

merecendo destaque.
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1.3.2.1. Fosfolipases A2 secretorias das serpentes elapidicas

As PLA, compreendem uma superfamilia de enzimas que hidrolisam os acidos
graxos a partir da posi¢do sn-2 dos fosfolipidios de membrana (especificamente na
ligagdo 2-acil éster de fosfolipidios), liberando como produtos os lisofosfolipidios e
acidos graxos livres (SIX e DENNIS, 2000). Um estudo in vivo mostrou que nessa
posicdo, frequentemente estdo presentes acidos graxos poliinsaturados, e que, quando
liberados podem ser metabolizados e formar eicosandides além de outros mediadores
lipidicos bioativos (BURKE e DENNIS, 2009). Logo, devido a grande diversidade,
estas enzimas podem ser divididas em 15 grupos distintos, agrupados em quatro
categorias: PLA: secretorias (SPLAy), citosolicas (cPLA?), célcio-independentes e fator
de ativacdo plaquetario (PAF) acetil-hidrolases / lipideos oxidados associados a
lipoproteinas (Lp), que séo classificadas de acordo com o mecanismo catalitico e
caracteristicas funcionais e estruturais (BURKE e DENNIS, 2009). Estruturalmente,
podem possuir um residuo de aspartato na posicdo 49 (D49) ou um residuo de lisina
(K49). As D49 sdo enzimaticamente ativas e as K49 apresentam atividade enzimatica
reduzida ou auséncia de atividade (OWNBY et al., 1999).

As PLA: secretorias foram as primeiras a serem descobertas. Durante muito
tempo foram consideradas como enzimas digestorias, todavia, posteriormente foram
localizadas em alguns tecidos ndo-digestorios de mamiferos como pulméo, baco e
plasma sanguineo. Portanto, outras funcGes celulares foram atribuidas a estas, como
atuar na proliferacdo celular e na contragcdo do musculo liso (LAMBEAU et al., 1995).

Essas enzimas estdo presentes em venenos de diferentes clados animais, como
nos artrépodes (escorpido e abelha) e serpentes (Viperidae e Elapidae) (MURAMAKI et
al.,, 2011). Nas serpentes as SPLA: sdo sintetizadas nas glandulas de peconha e
aparecem em muitas espécies como componentes majoritarios. Nas serpentes elapidicas
estdo presentes as sSPLA2 do grupo | (Gl) diferindo daquelas das serpentes viperidicas,
que sdo do grupo Il (GII). sPLA; caracterizam-se por possuirem baixa massa molecular
(13-18 kDa), um residuo de histidina no sitio catalitico, um sitio ativo para a liga¢do ao
calcio (Ca?"), assim como seis pontes dissulfeto conservadas, com uma ou duas pontes
variaveis (Fig. 7). As sPLA> de serpentes apresentam caracteristicas em comum com as
de mamiferos, como o mecanismo catalitico, a dependéncia de Ca®* e as estruturas
primaria e terciaria (HANASAKI, 2004; LAMBEAU et al., 1995).



26

As sPLA: Gl das serpentes elapidicas apresentam similaridade estrutural com as
enzimas pancreaticas de mamiferos e receberam a classificagdo de grupo IA e 1B,
(BURKE e DENNIS, 2009). Por outro lado, as sPLA> Gll sdo do tipo inflamatdria,
por serem expressas e induzidas por agentes pro-inflamatérios como interleucina-1,
interleucina-6 e fator de necrose tumoral, além de serem inibidas por glicocorticoides
(LAMBEAU et al., 1995).

Sobre 0 mecanismo de acao da categoria sPLA> associado a atividade enzimatica
fosfolipéasica, sabe-se que todas catalisam a hidrolise atraveés do mecanismo de captacéo
de um préton a partir de uma molécula de agua, seguida por um ataque nucleofilico
sobre a ligacdo sn-2. A molécula de &gua é ativada por uma histidina / &cido aspartico
de modo Ca?* dependente (YU e DENNIS, 1991 apud BURKE et al., 2009).

Figura 7: Modelo representativo da ligacdo dos fosfolipideos de membrana com uma sPLA2 do
grupo IA da serpente elapidica Naja m. mossambica. Em rosa encontra-se a ligacdo do Ca?* ao sitio
ativo da enzima, que contém os residuos de aminoacidos His-48 e Asp-93. Os residuos aromaticos
da enzima estdo representados em azul. Na interface de ligacdo com a superficie da membrana
estdo presentes os residuos Tyr-3, Trp-19, Trp-61, Phe-64 (Fonte: BURKE et al., 2009).

Apesar do relatado até o momento, ndo se tem muita clareza sobre a fungdo
priméria das sPLA> na sinalizacdo dos eicosandides. Entretanto, foi sugerido que o
papel pro-inflamatério dessas enzimas é controlado por eventos ndo dependentes de
suas atividades enziméaticas (LAMBEAU et al., 1995). As sPLA: encontradas nas
serpentes elapidicas australianas na sua maioria so enzimas béasicas, com 118 residuos
de aminodcidos, 7 pontes dissulfeto e massa molecular de 13 kDa. Apresentam duas
atividades farmacoldgicas distintas, sendo uma potente atividade toxica em neurénios

pré ou pos-sinapticos, bloqueando a transmissdo na jungdo neuromuscular; e outra
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atividade enzimatica fosfolipasica ndo-letal (FRY, 1999). Outro grupo, o terceiro em
relacdo ao tipo de atividade, € composto pelas sPLA> hemotdxicas que bloqueiam
alguns fatores da cascata de coagulacdo resultando em um desequilibrio hemostatico.
Dessa classe, foram isoladas toxinas de Austrelaps superbus (Lowland copperhead) com
15 kDa, Superbins I e Il, duas enzimas anticoagulantes. Outras toxinas promotoras de
hemorragia e hipotensdo foram caracterizadas de Notechis s. scutatus, as toxinas Hta.,
estas proteinas &cidas apresentam MM=12-14 kDa, sendo algumas atipicas com MM=
18-21 kDa (FRANCIS, WILLIAMS e SEEBART, 1993).

Dessa mesma classe de fosfolipases, Francis e col. (1997) identificaram uma
sPLA: da elapidica americana M. f. frontalis, com MM= 18-22 kDa, caracteristica de
PLA2 que tem uma oa-hélice D, similar as pancreéticas tipo IB, mostrando atividade
hemorragica em camundongo de modo similar ao apresentado pelas toxinas de N.
scutatus.

O quarto grupo sdo as sPLA> com atividade miotdxica que também foram
caracterizadas nas peconhas das serpentes australianas. Diferente das outras serpentes
elapidicas, a peconha da serpente Pseudechis australis € primariamente miotoxica,
causando lesdes teciduais nas fibras musculares e necrose devido as SPLA> presentes
(Pa-1G, Pa-5, Pa-12C e Pa-15). Essas sdo proteinas homdlogas, de cadeia Unica, bésicas
(exceto a Pa-1G), com atividade poés-sinaptica. Algumas toxinas miotdxicas dessa
serpente (Pa-3, Pa-8, Pa-9C, Pa-10F, Pa-12B) sdo isozimas bloqueadoras da
condutancia ao fon potassio (K*) ndo pela seletividade ao ion, mas pela alteracdo da
condutancia de membrana (FATEHI et al, 1994 apud FRY, 1999).

O ultimo e quinto grupo mais comum € o que possui as SPLA, com atividade
neurotoxica. Esse é composto por toxinas de cadeia Unica ou complexos de
multicadeias. Dentre as toxinas de cadeia Unica, pode ser citada a Notexina, principal
sPLA neurotoxica e miotdxica de Notechis sp. Das toxinas com multicadeias, a
Taipoxina é composta por 03 cadeias peptidicas (alfa, beta e gama) relacionadas a
fosfolipase, com MM= 45,6 kDa. A cadeia alfa € uma potente bloqueadora da liberacéo
pré-sinaptica de acetilcolina (FOHLMAN et al., 1977 apud FRY, 1999).

Essas sPLA:> que apresentam atividade pré-sinaptica sdo denominadas de [-
neurotoxinas (HODGSON, 2006). Das serpentes elapidicas asiaticas, a Bungarus sp.
(kraits) possui em sua pegonha uma sPLA: neurotdxica com acdo pré-sinaptica, a f-

bungarotoxina, compreendendo a sua maior fracdo e essa € a principal responsavel pela
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paralisia severa resultante do envenenamento (PRASARNPUN, AWAD e HARRIS,
2005).

Os estudos bioquimicos das peconhas de algumas corais, possibilitaram a
caracterizagdo de sPLA,, tais como a de M. fulvius microgalbineus, com 119 residuos
de aminoacidos e MM= 13,22 kDa (POSSANI et al., 1979). Rosso e col. (1996)
isolaram 05 sPLA; das serpentes M. nigrocinctus, M. alleni yatesi e M. multifasciatus.
Alape-Girdn e cols. (1996) caracterizaram 05 sPLA> (Nigroxina A, B, C1, C2 e C3,
sendo a Ultima isozima) da peconha de M. n. nigrocinctus.

No século XXI, com o aprimoramento de técnicas e tecnologia de
espectrometria de massas, sequenciamento protéico e cromatografias, desenvolveram-se
trabalhos no intuito de tracar os perfis protedmicos das peconhas de diferentes espécies
de Micrurus. Os resultados mostram a distribuicdo e a diversidade das sPLA, e demais
constituintes dessas peconhas.

Uma sPLA: (15,5 kDa) da serpente M. dumerilii carinicauda foi caracterizada
bioguimica e farmacologicamente mostrando que essa toxina apresenta atividade pré-
sinaptica bloqueando a atividade neuromuscular de preparos nervo-masculo de
vertebrados (DAL BELO et al., 2005).

Duas sPLA, (MIx-8 e MIx-9), com MM= 13-14 kDa, foram isoladas de M.
lemniscatus e, de modo pioneiro, estudos farmacoldgicos foram realizados com estas
moléculas no SNC de ratos quando injetadas intrahipocampais de modo que induziram
alteracdes eletroencefalograficas e motoras, além de degeneracGes neuronais em ratos
(OLIVEIRA et al., 2008).

OLAMENDI-PORTUGAL e cols. (2008) estudaram o proteoma da pegonha da
M. surinamensis e detectaram a presenca de 16 moléculas com MM= 12-14 kDa.
Dokmetjian e col. (2009) caracterizou o N-terminal de 04 sPLA, com MM= 12-14 kDa
da peconha de M. pyrrhocryptus. Rey-Suarez e col. (2011) relataram que na peconha de
M. mipartitus, 30 % dos componentes sdo SPLA>. Ja 0 nosso grupo estudou o proteoma
de quatro espécies distintas, M. frontalis, M. spiixi, M. ibiboboca e M. lemniscatus,
mostrando a presenca das moléculas com MM= 12-14 kDa; 14-16 kDa; 16-18 kDa em
diferentes proporcGes de maneira distinta, entre as espécies. O sequenciamento parcial
de algumas destas moléculas foi realizado (CISCOTTO et al., 2011).

O transcriptoma da glandula de pegonha de M. n. nigrocinctus mostrou que essas
enzimas representam 48% da pegconha bruta com MM= 14 e 16 kDa, seguida das
toxinas de 3-Ftx (38%) (FERNANDEZ et al., 2011). J4 o transcriptoma da glandula de
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M. corallinus apontou a presenca de 33,3% dessas moléculas na peconha dessa serpente
(LEAO, HO e JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO, 2009). O trabalho de Corréa-Neto e col.
(2011) mostrou que na peconha de M. altirostris foram identificadas 13 sPLA, 0 que
correspondeu a 13,7 % do total da peconha. Trés destas toxinas foram sequenciadas,
além de uma nova toxina de M. corallinus.

Uma sPLA: bésica de M. corallinus foi clonada a partir da glandula de peconha
da serpente utilizando-se o vetor pRSET-C e expressa em Escherichia coli BL21,
mostrando a presenca de 119 residuos de aminoacidos e MM= 12,75 kDa. (OLIVEIRA,
ASSUI e SILVA, 2003).

Nas serpentes, as sPLA> apresentam como funcdo priméaria a digestdo das
presas. Todavia, apresentam-se também como potentes toxinas com atividades
farmacoldgicas distintas, descritas anteriormente. A diversidade dos efeitos patologicos
dessas moléculas ocorre, provavelmente, devido a um mecanismo farmacologico
mediado pela ligacdo dessas moléculas aos seus receptores especificos de membrana.

O primeiro tipo de receptor de sPLA: foi identificado no cérebro, sendo
denominando de receptor sSPLA> do tipo-N (neuronal). Esse receptor reconheceu, com
grande afinidade, toxinas dessa categoria, isoladas da serpente elapidica Oxyuranus
scutellatus (OS2), de abelhas e a neurotoxina de Naja m. mossambica (CM-III). Mas,
esse receptor ndo apresentou grande afinidade para a sPLA, de pancreas suino. O
segundo tipo de receptor foi isolado de musculo esquelético de coelho, e portanto
denominado de receptor sPLA; do tipo-M (musculo). Esse receptor apresentou alta
afinidade para as toxinas OS1 e OS2, a sPLA; de pancreas suino e as GIl (LAMBEAU
et al., 1995).

Os receptores de SPLA2 receberam uma nomenclatura universal de PLA2R, além
de terem sido melhores descritos do ponto de vista bioquimico e farmacoldgico. Esses
receptores foram identificados por se ligarem as sPLA2 tipo IB (pancredticas de
mamiferos) e sdo abundantes no trato gastrointestinal em que participam da digestéo de
glicofosfolipideos. Séo glicoproteinas transmembranares do tipo I, com MM= 180 kDa
e, estruturalmente, sdo caracterizados por apresentarem uma grande porgdo extracelular
contendo o N-terminal, rico em residuos de cisteina, um dominio de fibronectina tipo Il
e uma repeticdo em tandem de 8 dominios para reconhecimento de carboidratos
(CRDs), além de uma uma curta regido intracelular contendo a por¢do C-terminal. A
arquitetura completa desse receptor estd relacionada ao receptor para manose em

macrofagos e ao DEC-125 de células dendriticas (ambos membros da familia do
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receptor para a lectina C animal, subgrupo VI). Adicionalmente, dos oito dominios
CRDs, o CRD3 ao CRD5 sdo os responsaveis pela ligacdo as sPLA: tipo IB
(HANASAKI 2004).

Em humanos, os PLA2R s&o expressos em células epiteliais alveolares tipo II,
em uma subpopulacao de linfécitos esplénicos e os PLA2R1 (tipo M) em poddcitos. A
afinidade das sPLA: tipo IB para esses receptores € menor, em torno de 400 nM,
quando comparada aos receptores presentes em roedores. Em contraste, ainda néo foi
observada a ligagdo das sPLA:> tipo IIA nesses receptores (SCHLUMBERGER et al.,
2014; HANASAKI, 2004).

Entretanto, os mecanismos de interacdo de sPLA> e seus receptores, assim como
as atividades farmacoldgicas que medeiam a sintomatologia do envenenamento ainda

estdo longe de ser totalmente esclarecidos.

1.3.2.2. Toxinas Trés-digitos ou “Three-fingers toxins”’

Uma grande parte das toxinas que comp®e as peconhas das serpentes elapidicas
(cobras, kraits, mambas e corais) sdo do tipo “three-fingers toxins ’ou toxinas trés-
digitos (3Ftx), que correspondem a uma familia de polipeptideos ndo-enzimaticos que
contém de 60-74 residuos de aminoécidos e apresentam massa molecular (MM) entre 6-
9 KDa (CHANGEUX, 1990; DUFTON & HIDER, 1988). Também fazem parte do
arsenal toxico das serpentes hidrofidicas (serpentes marinhas), colubridicas
(PAWLAK, et al., 2006), além de terem sido reportadas no transcriptoma de viperidicas
e crotalidicas (PAHARI, MACKESSY, & KINI, 2007).

Estruturalmente, as 3-Ftx constituem moléculas planas, apresentando um
nacleo hidrofébico pequeno e globular de onde projetam-se trés alcas adjacentes, e
assim assemelham-se a trés dedos esticados da mao, e dessa forma denominadas trés-
digitos ou trés-dedos (figura 8). O ndcleo hidréfobo contém quatro pontes dissulfeto
formando uma espécie de “amarragdo”, que sdo ligadas de forma cruzada e tranversal.
Entre as trés al¢as formam-se cinco folhas B, antiparalelas, que juntas constituem uma
grande folha B-pregueada (BARBER, ISBISTER, & HODGSON, 2013). Similar a
outras proteinas de peconhas de serpentes sdo ricas em residuos de cisteina,
apresentando quatro ou cinco pontes dissulfeto, sendo quatro delas conservadas (KINI
& DOLEY, 2010). Dos oito residuos de cisteina conservados, quatro sdo na regido do
poro e constituem residuos aromaticos (Tyr25 ou Phe27), que sdo importantes para a
modelagem e estabilidade da folha antiparalela B-pregueada (TORRES et al., 2001). As
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toxinas com quatro pontes dissulfeto representam as neurotoxinas de cadeia curta
(figura 8-A) (KINI & DOLEY, 2010).

Algumas 3-Ftx apresentam a quinta ponte dissulfeto na alca (digito) | ou Il. A
presenca dessa ponte adicional na primeira al¢a causa tor¢fes na molécula e empurra a
ponta da mesma para uma posicao ortogonal (Fig.8 C-D). Um numero de toxinas
caracterizadas nessa categoria demonstraram fraca toxicidade, sendo entdo denominadas
de “weak neurotoxins”. Apresentando como alvo farmacoldgicos o0s receptores
colinérgicos nicotinicos (NAChR) periféricos, com afinidade de ligagdo em micromolar
(POH et al., 2002). Contudo, trabalhos mais recentes mostraram toxinas dessa categoria
com alta toxicidade e afinidade (nanomolar) aos nAChR (NIRTHANAN, et al., 2002).
Essas toxinas exibem seletividade e especificidade diferentes, maiores que as
neurotoxinas canoénicas. Logo, Nirthanan e col. (2003) propuseram uma classificacdo
alternativa para esse grupo de toxinas, chamando-as de “3-Ftx ndo-convencionais”.
Como exemplo, podem ser citados um estudo in vivo com uma weak neurotoxina de
Naja kaoutria, que induz sintomas de intoxicacdo de agonistas muscarinicos
(MORDVINTSEV et al., 2007). E outro estudo, demonstrando que esta mesma toxina
interage ortostericamente com o0s NAChR e alostericamente com 0s receptores
colinérgicos muscarinicos (MAChR) (MORDVINTSEV et al., 2009).

A quinta ponte dissulfeto ligada na segunda alca, introduz uma volta e a
formacdo de um segmento curto helicoidal, que € tipico dessa alca (Fig 8-B) em
neurotoxinas (NTXSs) de cadeia longa e k-neurotoxinas (KINI & DOLEY, 2010). Essas
toxinas sdo capazes de se ligar aos receptores colinérgicos nicotinicos (nAChR) a7,
especificos de neurdnios. A remocdo dessa ponte dissulfeto afetou a habilidade da
toxina em se ligar aos nAChR neuronais, mas ndo aos periféricos (SERVENT et al.,
1997).

Algumas 3-Ftx possuem um N-terminal longo e uma extensdo do C-terminal.
Todas as 3-Ftx das serpentes Colubridae apresentam o acréscimo de sete residuos de
aminoacidos no N-terminal protegidos por um acido piroglutdmico, entretanto, ainda
sem descri¢do funcional (PAWLAK et al., 2006). Todas as NTXs de cadeia longa
apresentam de 2 a 9 residuos de aminodacidos adicionais no C-terminal, que se extende
do topo da molecula. Na toxina hannalgesina (isolada de O. hannah), por exempo,
apresenta um papel importante para atividade analgésica. Foi demonstrado por
modelagem molecular que esse segmento tem formato helicoidal (Figura 8-B) e € rico
em residuos de prolina (KINI & DOLEY, 2010).
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Figura 8: Estrutura tridimensional de toxinas trés-digitos (3-Ftx) mostrando as alcas (digitos) e as
pontes dissulfeto. A) Erabutoxina, 3-Ftx de cadeia curta; B) k-bungarotoxina, 3-Ftx de cadeia longa
com a quinta ponte dissulfeto na segunda al¢a; C) Candoxina, 3-Ftx ndo convencional; D)
Denmotoxina, 3-Ftx ndo convencional com o N-terminal extenso em vermelho (KINI & DOLEY,
2010).

Outras modificacdoes estruturais foram observadas nessa familia de toxinas 3-
Ftx. Como exemplo, a glicosilacdo (uma modificacdo pds-traducional) que  ocorre
em uma citotoxina do tipo 3, isolada da Thai cobra (Naja kauthia), cuja fungdo foi
modular a toxicidade in vivo apresentada por essa molécula (OSIPOV et al., 2004).

Um outro exemplo seria a presenca de 3-Ftx formando dimeros ndo-covalentes,
como foi observado primeiramente com as k-bungarotoxinas (CHIAPPINELLI, 1983),
que formam dimeros antiparalelos entre a folha externa e a terceira alga, em que 0s
amino&cidos Phe e lle apresentam papel fundamental para a formagéo do dimero (figura
9-A). Essa toxina se liga aos nAChR asf2 neuronais, sendo a formagéo do dimero
crucial para a interagdo com o receptor (OSIPOV, et al., 2008). Ou ainda dimeros
covalentes, como ocorre com a irditoxina (figura 9-C), isolada da pegonha de Boiga
irregularis (serpente Colubridae), apresentando 11 residuos de cisteina sendo esse
residuo adicional importante na formacdo de uma ponte dissulfeto entre as subunidades.
Essa toxina atua como uma NTX potente (PAWLAK et al., 2008). Também foram
reportados homodimeros de a-cobrotoxina e heterodimeros de a-cobrotoxina e
citotoxinas  (OSIPOV et al., 2008), o que mostra a versatilidade estrutural e

consequentemente funcional dessas moléculas.



33

Figura 9: Modelagem molecular de toxinas three-fingers que formam dimeros. Em A e B, toxinas
formamdo dimeros nao-covalentes, com as subunidades anti-paralelas, sendo A) k-bungarotoxina e
B) haditoxina. Em C a irditoxina, formando dimero covalente (KINI & DOLEY, 2010).

Esse grupo de proteinas apresenta efeitos toxicos potentes e uma grande
diversidade de propriedades biol6gicas. Em complemento, o estudo com essas toxinas
tém contribuido para a compreensdo dos mecanismos de toxicidade ocasionados pelo
envenenamento de diferentes espécies de serpentes elapidicas.

Os membros dessa familia de toxinas incluem as neurotoxinas, que atuam
interferindo na transmisséo colinérgica em varios sitios pds-sinapticos do SNP e SNC
(CHANGEUX, 1990. Baseada na seletividade aos seus receptores, elas podem ser
classificadas como curaremiméticas (com sintomas similares a sindrome curariforme)
ou o-neurotoxinas (0o-NTX), que funcionam como antagonistas dos nAChR ol
muscular, inibindo a ligacdo da acetilcolina ao receptor (BARBER, ISBISTER, &
HODGSON, 2013; CHANGEUX, 1990). Nesse grupo das a-NTXs fazem parte as duas
classes distintas: a classe com 60-62 residuos de aminoacidos denominadas de “toxinas
de cadeia-curta” (short-chain toxins), com quatro pontes dissulfeto; outra com 70-74
residuos de aminoéacidos, denominadas de “toxinas de cadeia-longa” (long-chain
toxins), com cinco pontes dissulfeto (TSETLIN & HUCHO, 2004). As a-NTXs de
cadeia longa ainda podem ser ligar aos NAChR a7, neuronais (SERVENT, et al., 1997).

Estudos envolvendo NTXs de diferentes serpentes elapidicas tém sido
promissores na medicina, uma vez que NTXs se mostraram com atividade
antinociceptiva. Algumas toxinas isoladas das peconhas de Naja sp. demonstrou
significante efeito analgésico em modelos animais. Cobrotoxina (a-NTX de cadeia
curta) e a-cobratoxina (a-NTX de cadeia longa) isoladas de Naja atra apresentaram
efeito analgésico (CHEN, et al., 2006), e uma a-NTX de Ophiophagus hannah (PU &

WONG, 1995) esta sendo utilizada como potente analgésico e pode substituir a morfina
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e suprimir seus efeitos indesejaveis. Um trabalho com as toxinas cobrotoxina e -
cobratoxina foi realizado com ensaios in vivo em animais roedores utilizando modelos
comportamentais para nocicepcio, tais como os Testes da Placa quente e do Acido
acetico. Os resultados obtidos foram um forte efeito analgésico central, com efeito dose-
dependente e independente da via opidide (CHEN et al., 2006).

Outras NTXs séo as k-toxinas, que se ligam especificamente ao nAchR o334 ou
aos a4p2 neuronais, e possuem cinco pontes dissulfeto) (GRANT, 1985 apud KINI,
2002). Séo toxinas que apresentam cinco pontes dissulfeto, similares as toxinas de
cadeia longa. Algumas também podem existir em dimeros (BARBER, ISBISTER, &
HODGSON, 2013; KINI & DOLEY, 2010)

O ultimo componente do grupo das NTXs sdo as toxinas muscarinicas (MTSs),
que se ligam com alta especificidade aos mMAChR e sdo similares as a-NTX de cadeias
curtas (KARLSSON, et al., 2000). As MTs tém sido isoladas principalmente das
peconhas elapidicas africanas e australianas, apresentam uma variedade de funcdes
farmacoldgicas no sistema colinérgico muscarinico atuando como antagonistas
competitivos, moduladores alostéricos ou agonistas, além de possuirem alta afinidade
aos subtipos distintos de mMAChR (SERVENT & FRUCHART-GAILLARD, 2009;
KARLSSON, et al., 2000).

Trabalhos com toxinas muscarinicas (MTs) de peconhas das serpentes elapidicas
australianas com acdo sobre os mAchR do SNC (KARLSSON, et al., 2000), como as
toxinas MTa= 7.543,2 Da e MTP= 7.336,7 Da (JOLKKONEN, et al., 1995)
apresentaram grande relevancia na compreensao de alguns mecanismos farmacoldgicos
associados a algumas doengas neurogenerativas. Estudos com MT em hipocampo de
pacientes pds-morte com Alzheimer revelaram que o nimero mAchR do subtipo M4
encontra-se reduzido nas regides do giro denteado e CA4, o que possivelmente leva ao
comprometimento das func¢des cognitivas na doencga de Alzheimer (MULUGUETA et
al., 2003). Em complemento, um trabalho anterior com a toxina muscarinica MT3
isolada de Dendroaspis angusticeps (green mamba) em ensaios comportamentais
mostraram que o blogueio dos mMAChR M4 por essa toxina prejudicou a memoria dos
animais (JERUSALINSKY et al., 1998).

As fasciculinas compreendem a classe da 3-Ftxs que inibem a atividade da
enzima acetilcolinesterase (MARCHOT et al.,, 1997), impedindo a entrada da
acetilcolina no sitio ativo da enzima, e consequentemente, disponibilizando mais

acetilcolina na juncdo neuromuscular. Isso provoca a fasciculagdo no masculo. Essas
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toxinas também sdo isoladas das serpentes Dendroaspis sp. (mambas) (KINI &
DOLEY, 2010).

A segunda maior classe de 3-Ftx compreende a das cardiotoxinas (citotoxinas).
Estruturalmente, assemelham-se as a-NTXs de cadeia curta, com 59 a 62 residuos de
aminoacidos e quatro pontes dissulfeto (BILWES et al., 1994; DUFTON et al. 1988).
Farmacologicamente, baixas concentracfes de cardiotoxinas aumentam os batimentos
cardiacos, enquanto que altas concentracdes geram parada cardiaca, causando a morte.
Entretanto, ndo foi identificado um alvo farmacologico dessas toxinas em
cardiomidécitos (DUFTON & HIDER, 1988). Um grande numero de toxinas dessa classe
também causa toxicidade por formar poros na membrana, e dessa forma, recebendo a
denominacdo de citotoxinas (BILWES, et al., 1994).

As B-cardiotoxinas correspondem a uma nova classe de 3-Ftx isolada de O.
hannah que apresentaram atividade B-bloqueadora. Apresentam similaridade com as
cardiotoxinas em cerca de 55 %, causando bradicardia de modo concentracédo-
dependente, além de apresentarem baixa toxicidade. Apresentam como alvo
farmacoldgico os receptores 1 e B2 adrenérgicos. (RAJAGOPALAN et al., 2007). Essa
classe é muito promissora para a bioprospeccéo de farmacos.

Outras classes de 3-FTx séo as toxinas calciseptina (DE WEILLE et al., 1991) e
a FS2, que apresentam similaridade estrutural as -NTXs de cadeia curta e blogueiam
seletivamente os canais Cay do tipo-L, se ligando ao sitio da 1,4 dihidropiridina e
impedindo a entrada de célcio (YASUDA, et al., 1993).

Duas 3-Ftx constituem uma classe de toxinas que inibem a agregacéo
plaquetéria. A dendroaspina ou mambina, isolada de D. jamensoni, que apresenta uma
sequéncia de trés residuos de aminoacidos Arg-Gly-Asp, envolvida na adesdo de
algumas proteinas (McDOWELL, et al., 1992). Acredita-se que essa toxina atue
interferindo com a interacdo entre o fibrinogénio e o receptor de glicoproteina I1B-I11A.
Em 2004, Shiu e col. isolou outra toxina dessa classe da peconha da serpente B.
multicinctus (SHIU et al., 2004).

Alguns trabalhos com toxinas 3-Ftx isoladas de serpentes elapidicas americanas
do género Micrurus sp. revelaram algumas atividades farmacoldgicas dessa
superfamilia de toxinas.

Em 2008, um trabalho com toxinas 3-FTx isoladas de M. surinamensis realizou
ensaios farmacoldgicos com seis dessas toxinas, denominadas de Ms 1, 2, 3,4, 5e 11
(MM= 6.553; 7.299; 6.938; 7.303; 7.178; 6.671 Da, respectivamente). Apenas as
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toxinas Ms 1 e 3 mostraram-se letais quando injetadas em camundongos (1 pg/g). Nos
ensaios eletrofisiologicos de whole cell patch-clamp, em linhagem celular TE671, de
rabdomiosarcoma de humanos, as toxinas Ms 1, 3 e 11 caracterizadas como a-NTXs de
cadeia curta inibiram por completo as correntes para sddio geradas na presenca de 10
UM de acetilcolina; enquanto que das toxinas Ms 2, 4 e 5 caracterizadas como a-NTXs
de cadeia longa, apenas as toxinas Ms 4 e 5 reduziram essas correntes (OLAMENDI-
PORTUGAL et al., 2008).

Na minha dissertacdo de mestrado, em 2008, trabalhei com a caracterizacéo
bioquimica da peconha de M. ibiboboca e isolei uma 3-Ftx denominada Mic6Cc7NTX,
com massa de 7.047 Da, que apresentou similaridade de sequéncia com outras toxinas
elapidicas 3-Ftx do tipo a-NTXs de cadeia curta. Essa toxina foi avaliada no SNP de
ratos através de ensaios eletrofisioldgicos pelas técnicas de single sucrose gap, com o
nervo ciatico isolado de rato e whole cell patch-clamp em neurdnios do ganglio da raiz
dorsal (DRG) de diametro pequeno, em cultura. Os resultados observados foram uma
reducdo em 20 % do potencial de agdo composto do nervo ciatico promovido por 1 uM
de toxina. Nos neurbnios periféricos DRG essa mesma concentracdo aboliu
completamente a corrente para sédio dos canais sensiveis (Nav 1.1 a 1.7) e resistentes
(Nav 1.8 e 1.9) a tetrodotoxina presentes nesses neurdnios. A inibicdo dessas correntes
foi dependente de concentracdo e irreversivel, sendo a ICso de 30 nM. Os resultados
mostraram que essa toxina pode ser uma forte candidata para os estudos relacionados a
nocicepcdo (DONATO, 2008).

Moreira e col. (2010) isolaram seis 3-Ftx da peconha de M. frontalis,
denominadas de frontoxinas FTx I, II, 11, 1V, V e VI (MM= 6.642; 6.548; 7.032; 7.411;
7.166; 7.327 Da, respectivamente). Foram realizados ensaios eletrofisiologicos nos
terminais de placa motora da juncdo neuromuscular de anfibio (Rana catesbeiana) com
as toxinas FTx IlI, 1l e IV. Os resultados mostraram que as toxinas reduziram oS
potenciais de placa motora em miniatura (MEPS) de modo concentracdo-dependente,
entretanto, as FTx Il e Ill apresentaram alta toxicidade, quando comparada a FTx V.
Através da andlise comparativa das sequéncias protéicas com outras NTXs, os autores
propuseram que FTx I-11l correspondem a a-NTXs de cadeia curta, enquanto que as
FTx IV e V corresponderiam as a-NTXs de cadeia longa.

Um trabalho pioneiro protedmico com a pegonha da M. nigrocinctus de
FERNANDEZ e col. (2011), demonstrou a presenca de MTs na peconha das elapidicas

americanas Micrurus sp (corais verdadeiras). Através de alinhamentos de sequéncias de
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proteinas em bancos de dados protedmicos, eles identificaram similaridade na estrutura
primaria de trés 3-Ftx isoladas por cromatografia liquida de fase reversa e sequenciadas
por espectrometria de massas pelo método de sequenciamento de novo, com massas
moleculares de 7,99; 7,18; 7,16 kDa.

A primeira MT isolada da peconha de M. lemniscatus, denominada de MT-Mla
(7.048 Da), apresentou residuos do N-terminal com os aminoacidos LICFICFSPTAH,
alinhados com toxinas de outras Micrurus sp. Ensaios de competi¢cdo com radioligantes
colinérgicos muscarinicos em membrana de hipocampo apontaram que a toxina MT-
Mla nas concentracdes de 10° a 10°M apresentou dois sitios de ligagdo distintos em
hipocampo por competir com o [*H] QNB, com pKi= 9,08+0,67 e 6,17+0,19, além de
causar um bloqueio dose-dependente do actimulo de [®H] fosfato de inositol induzido
por 10°M de carbacol, mostrando um possivel antagonismo sobre os mAChR de
hipocampo de rato (DA SILVA, et al., 2011).

No trabalho doutorado de Ciscotto (2011) foram realizados ensaios de
citotoxicidade com duas toxinas 3-FTx isoladas de M. lemniscatus (M16435 e MI16504)
em formas promastigotas de Leishmania I. amazonensis e macréfagos isolados de
camundongos BALB/c. A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de viabilidade
celular por MTT. Foram utilizadas duas concentragdes de 25 e 50 pg/ml de ambas as 3-
Ftx, que mostraram-se mais toxicas as células promastigotas de Leishmania I.
amazonensis do que aos macrofagos de modo concentracdo-dependente. Na
concentracdo mais alta a toxina MI6435 causou 49 e 14,7% de morte, enquanto que a
toxina MI6504 foi responsavel por 38 e 7,1 % de morte em promastigotas e macrofagos,
respectivamente. Isso mostra uma especificidade dessas toxinas as células parasitarias.

Apesar de se mostrar promissora a exploracdo dessa classe de proteinas
presentes nas peconhas de Micrurus sp., poucos trabalhos ainda tém sido desenvolvidos
tendo em vista a complexidade para a purificacdo dessas moléculas em associacdo ao

baixo rendimento apos varias etapas de cromatografias.

1.4. O SISTEMA NERVOSO CENTRAL E A COMUNICACAO SINAPTICA
QUIMICA

A Neurociéncia teve os seus primérdio no final do século XIX, quando Camillo

Golgi e Santiago Ramon y Cajal fizeram as primeirs descri¢cdes detalhadas das células
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nervosas. Uma vez que Golgi conseguiu corar 0s neurénios com sal de prata e por
microscopia Optica, descobriu toda a arquitetura neuronal, isto possibilitou a Ramon y
Cajal descrever os primérdios dos conceitos-chave para a “doutrina do neurdnio”, em
que afirmou que os neurdnios individuais consistem nos elementos fundamentais de
todo o sistema nervoso. Ainda nesse mesmo século, utilizando-se a eletrofisiologia
moderna estas células foram estudada por trés fisiologistas alemdes: Emil DuBois-
Reymond, Johannes Miller e Hermann von Hemholtz, que conseguiram provar que a
atividade elétrica de uma célula nervosa afeta a atividade elétrica da celula adjacente de
modo previsivel. E os trés farmacologistas: Claude Bernard (Franca), Paul Ehrlich
(Alemanha) e John Langley (Inglaterra) criaram a teoria do receptor que serviu de base
quimica para a comunicacdo entre células nervosas. Contudo, foi na década de 1920
(século XX), que o embriologista norte americano Ross Harrison forneceu as bases
experimentais que complementaram essa doutrina, observando que as projecdes
principais dos neurdnios compreendiam os dendritos e axonio, além de perceber que
essas células sdo isoladas umas das outras, sem haver um contato direto (com exce¢do
das sinapses elétricas que sO6 foram descobertas mais adiante) (KANDELL,
SCHUWARTZ, & JESSEL, 2003).

Somente nos uUltimos 60 anos, com a introducdo da miscroscopia eletrdnica e
técnicas relacionadas as resoluc@es subcelulares e celulares é que foi possivel realizar
uma caracterizacdo refinada da morfofisiologia e neuroquimica dessa comunicacao
entre neurénios denominada de sinapse (ROLLENHAGEN & LUBKE, 2006). Durante
esse tempo, as sinapses foram objetos de estudos de muitos pesquisadores que
exploraram areas e sinapses especificas do SNC. Os primeiros estudos compreenderam
as sinapses hipocampais, como as da regido CAL1 em neurdnios piramidais (HARRIS &
SULTAN, 1995; HARRIS & STEVENS, 1989) e a dos botdes sinapticos das fibras
musgosas (CHICUREL & HARRIS, 1992). Logo, morfologicamente, 0s neurdnios
passaram a ser caracterizados por quatro regides, sendo o corpo celular (soma) o centro
metabolico de onde se originam os dendritos, curtos; um axdnio longo e tubular; e no
final do axdnio originam-se o0s terminais pré-sinapticos, que sdo os locais de sinapses
(KANDELL, SCHUWARTZ, & JESSEL, 2003).

O termo “sinapse” foi criado por Charles Sherrington e por Ramon y Cajal. As
sinapses compreendem a base da transducdo de sinais e plasticidade no cérebro. O
complexo sinaptico (Figura 10) é caracterizado por um terminal pré-sinaptico e um alvo

pos-sindptico que implica em um corpo celular de neurdnio, eixo ou espinhas



39

dendriticas. Os terminais pré-sinapticos apresentam algumas estruturas como reticulo
endoplasmatico, mitocdndrias, vesiculas sinapticas e especializagdes de membrana que
localizam-se entre as regides pré e pos-sinapticas e sdo determinantes para o
estabelecimento dessas conexdes (ROLLENHAGEN & LUBKE, 2006).

N ’/_

Figura 10: Imagem de microscopia eletronica de uma sinapse excitatéria em hipocampo. A foto
mostra os terminais de duas fibras musgosas da regido CA3 de hipocampo, sendo MFB2 pré-
sinaptico (pre) e MFB1 pos-sinaptico (pos), com énfase nos axonios 2 (ax2) e 1 (ax1) representados
no inserto e na figura maior pelos astericos branco e preto, respectivamente, e nas espinhas
dendriticas (ex) e mitocondrias (mi). Bar 1 um. Adaptado de: (ROLLENHAGEN & LUBKE, 2006).

As sinapses s6 ocorrem quando é gerado um potencial de acdo (PA) no
neurdnio pré-sindptico, estes sao sinais elétricos pelos quais 0 sistema nervoso recebe,
analisa e transmite informacdes. Esses PAs séo iniciados, geralmente, em uma regido de
disparo no inicio do axénio, denominada de segmento inicial, e sdo conduzidos ao
longo dessa regido sem falha ou distor¢do, numa velocidade de 1 a 100 m/s, uma vez
que sao do tipo tudo-ou-nada (KANDELL, SCHUWARTZ, & JESSEL, 2003).

Quando o PA de acdo é deflagrado no neurénio pré-sinaptico ocorre a abertura
dos canais para sodio voltagem-dependentes (Nay) presentes na membrana, e
consequente entrada de ions sodio, que ao atingirem o terminal sinaptico desencadeiam

a abertura de canais Cay promovendo o aumento transitorio da concentracdo de ions
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calcio. Nas sinapses quimicas, o calcio é essencial para ocorrer a fusdo das vesiculas
sinapticas @ membrana pré-sindptica e subsequente exocitose com liberacdo de
moléculas quimicas, 0s neurotransmissores, que sdo 0s responsaveis pela continuacao
da comunicacéo neuronal (KANDELL, SCHUWARTZ, & JESSEL, 2003; BAJJALIEH
& SCHELLER, 1995; KATZ & MILEDI, 1970).

Os aminodcidos constituem a classe predominantemente responsavel pela
transmissdo sinaptica rapida no SNC de mamiferos, logo o glutamato, aspartato e
glicina desempenham inimeras fungdes metabolicas no SNC, sendo o GABA e 0
glutamato duas ou trés vezes mais concentrados no cérebro do que os neurotrasmissores
(NTs) noradrenalina e acetilcolina (NICHOLLS, 1995).

Os NTs podem ser divididos em trés grupos, o tipo 1 sendo representado pelos
aminoacidos L-glutamato, acido y-aminobutirico (GABA) e glicina, que estéo presentes
na concentracdo de pumol/g de cérebro de mamiferos. O tipo 2, compreende o grupo dos
demais NTs classicos, como as aminas biogénicas (noradrenalina e dopamina), 5-
hidroxitriptamina ou serotonina, acetilcolina e purinas, presentes na concentracdo de
nmol/g de cérebro de mamifero. O tipo 3 é constituido pelos neuropeptideos como a
substancia P, que atuam como co-transmissores de muitos terminais sinapticos. Os
neuropeptideos existem na concentracdo de nmol ou pmol/g de cérebro (MCMAHON &
NICHOLLS, 1991).

1.4.1. A neurotransmissdo excitatéria glutamatérgica e a sua modulacao

O aminoécido L-glutamato (L-Glu) ¢é considerado o principal mediador dos
sinais excitatérios no SNC de mamiferos, sendo importante para o desenvolvimento
neuronal, plasticidade sinaptica, aprendizagem e memoria (WANG & QIN, 2010;
SUZUKI, et al, 2006; NICHOLLS, 1995). Dessa forma, o L-Glu também desempenha
fungdes relevantes no desenvolvimento do sistema nervoso como a formagdo, o
remodelamento, a eliminacdo de sinapses (MCKINNEY, 2010), a migracdo neuronal
(MANENT e REPRESA, 2007), a proliferacéo, a diferenciagdo (SCHLETT, 2006) e a
morte celular (VECINO, HERNANDEZ e GARCIA, 2004).

Sua sintese ocorre por transaminacéo, a partir do a-cetoglutarato ou por hidrélise

da glutamina pela acdo da glutaminase, porque o L-Glu ndo atravessa a barreira
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hematoencefalica, e devido a isso, € sintetizado nos terminais de neurénios pré-
sinapticos no cérebro (FONNUM, 1984). O L-Glu é facilmente sintetizado em
neurdnios a partir da glutamina sintetizada e fornecida pelos astrdcitos (Figura 11), o
esqueleto de carbono de glutamato pode ser derivado a partir de outros acidos aminados
e diversos substratos energéticos, incluindo glicose, lactato, e 3-hidroxi-butirato. No
entanto, o ciclo glutamato-glutamina ndo é um ciclo estequiométrico, muito pelo
contrério, € uma via aberta com Vvérias interfaces com outras vias, dependendo das
necessidades celulares e prioridades (McKENNA, 2007).

Astrocito ! Neuronio

Glicose Glicose

Glichlise

l o Lactato e Lactato CO, l

N } Piruvato
A PC/ l POH Asp\ l PDH
{OAA Glutationa AAT OAA
[ ciow / cicLo
Malate ATC ME Malato ATC
ME
AAT/GDH”
o-K AAT/GDH Glutamato o-KG
H
GDH{\L Glutamato Glutamato P‘/! GAD = o
GAD
PAG l 65 GABA GABA—< Glutamato
Glutamina Glutamina | Glutamina PAG

Apenas em astrocitos: Astrécitos e neurdnios:

GS- glutamina sintetase
PC- piruvato carboxilase
cME-enzima mélica citosélica (abundante)

AAT- aspartato aminotransferase
GDH- glutamato desidrogenase

Abundante em neurdnios:
PDH- piruvato desidrogenase
PGA- glutaminase ativada por fosfato

Exclusiva de neurénios gabaérgicos:
GAD- acido glutamico descarboxilase

Figura 11: Representacéo do ciclo glutamato-glutamina em neurénio e célula da glia. O L-Glu é
sintetizado no terminal do neur6nio pré-sinaptico, podendo ser convertido a GABA ou seguir para
0 astrocito e ser convertido em glutamina. A figura representa os eventos metabélicos na sintese de



42

glutamato e glutamina que ocorrem no citoplasma, na fase de gliclise e no ciclo do &cido
tricarboxilico (ATC), na mitocondria. A tabela mostra a maquinaria enzimatica relacionada aos
eventos metabdlicos e suas localiza¢fes em neurdnios e astrocitos (Adaptado de: Mckenna, 2007).

A compartimentalizacdo do L-Glu nas células do cérebros é complexa e modulada
pela presenca e concentracdo de glutamato e de outros metabdlitos (SONNEWALD &
McKENNA, 2002). Tanto astrécitos, quanto os neurbnios sdo capazes de distinguir
entre o L-Glu exdgeno e o formado endogenamente (FARINELLI & NICKLAS, 1992),
sendo a molécula chave do funcionamento do cérebro, constituindo de 80 a 90 % dos
NTs das sinapses do SNC (DANBOLT, 2001; McKENNA, 2007), sendo também o
precursor para a sintese de GABA nos neurdnios, e glutamina em astrocitos
(SONNEWALD & McKENNA, 2002; NICHOLLS, 1995; McKENNA, et al., 1993).

Os neurdnios glutamatérgicos sdo caracterizados por conter L-Glu no corpo
celular e axénio, em grandes concentracdes, todavia, na regido pré-sinaptica ha um
namero de vesiculas carregadas com esse NT para serem liberadas mediante estimulos
que ultrapassem o limiar de excitabilidade (NICIU, KELMENDI, & SANACORA,
2010; McKENNA, 2007; FONNUM, 1984). Durante a sinapse quimica, na fenda
sindptica, o L-Glu é liberado por duas formas: mediante exocitose das vesiculas
carregadas com o NT, evento esse essencialmente dependente do influxo de Ca%*, ou
por uma via independente de célcio, que ocorre pela reversdo do transportador de
membrana que libera o L-Glu ndo encapsulado em vesiculas presentes no citoplasma.
(NICHOLLS, 1995). Estudos sugerem que a concentracdo de L-Glu na sinapse, no
periodo pré-liberacdo € entre 2-5 umol/L, podendo chegar a 5-100 umol/L, apos
estimulo despolarizante (MORALES-VILLAGRAN & TAPIA, 1996).

Para haver a liberacdo do neurotransmissor L-Glu pela via dependente de célcio,
no evento sinaptico, o impulso despolarizante provoca a abertura dos canais Nay,
ocorrendo o influxo de sédio, despolarizando a membrana pré-sinéptica e recrutando a
abertura dos canais Cay do tipo N, P/Q e L. A entrada do Ca?" é essencial para haver a
exocitose do neurotransmissor. Nesse processo, inicialmente as vesiculas sinapticas sdo
preenchidas com L-Glu através de transporte ativo e formam um agrupamento de
vesiculas que migram para a zona ativa, se ancorando. Nas zonas ativas, as vesiculas
tornam-se competentes para fusao, estado chamado “priming”. Ap0s a abertura do poro
de fusio e exocitose, disparado pelo aumento do Ca?* intracelular, as vesiculas
sinapticas sofrem endocitose e reciclagem por vias distintas, como via clatrinas e/ou
endocitose (SUDHOF, 2004).
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O L-Glu liberado na fenda sinaptica ird interagir com 0s seus receptores
ionotropicos (iGIUR) e metabotrépicos (MGIUR), e atuando como neurotransmissor
excitatorio (presentes nos neurdnios pos-sindpticos), em receptores pré-sindpticos
(autoreceptores), ou ainda ser transportado pelos transportadores especificos, que sdo
dependentes de sddio, e estdo presentes nas células gliais, nos neurdnios pré e pos-
sinapticos, se encarregando de remover o L-Glu da fenda sinaptica, uma vez que a
presenca exacerbada desse neurotransmissor estd envolvido em eventos
neurodegenerativos associados a uma série de injdrias do SNC. (WANG & QIN, 2010;
LAU & TYMIANSKI, 2010; ARUNDINE & TYMIANSKI, 2003; MATUTE,
ALBERIDI, IBARRETXE, & SANCHEZ-GOMEZ, 2002; DANBOLT, 2001).

Na figura 12 os iGIuR do tipo NMDA, AMPA/kainato estdo presentes no
neurdnio pdés-sinaptico; 0os mMGIUR estdo representados no neurbnio pré-sinaptico
(mGIuR2), modulando a libera¢do de L-Glu, e no neurdnio pos-sindptico (mGIuR1 e
mGIuR5) atuando como moduladores das respostas excitatorias ou inibitérias, EAAT
representam os transportadores de glutamato, pos-sinaptico do tipo EAAT3 e gliais
EAAT1E 2.

Neurdnio
pré-sinaptico

Neuronio
pos-sindptico

Figura 12: Representacdo esquematica da liberacdo de L-glutamato e ativacdo dos receptores
glutamatérgicos ionotrépicos e metabotrépicos pelo neurotransmissor. No neurdnio pré-sinaptico,
observa-se a presenca das proteinas do complexo SNARE, que sdo ativadas pelo Ca?*, responsaveis
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pela fusdo das membranas vesiculares e plasmaticas promovendo a exocitose do L-Glu. O esquema
mostra também a atividade dos transportadores retirando o L-Glu da fenda sinaptica para dentro
das células gliais, e a conversdo de glutamato em glutamina que é liberada da glia através do
trocador glutamina/cisteina por antiporte (Adaptado de: NICIU, KELMENDI, & SANACORA,
2010).

1.4.2. Os papéis dos receptores ionotropicos glutamatérgicos na

neurotransmissao central

Os receptores glutamatérgicos compreendem duas classes de receptores com
ativacdo e respostas celulares distintas. Os iGIuR séo canais ativados por ligante, em
que o ligante corresponde a molécula de L-Glu. Esses sdo canais catidnicos seletivos
aos fons Ca®*, Na* e K* com diferentes graus de afinidade e seletividade. Enquanto que
0s mGIuR fazem parte da familia dos receptores acoplados a proteina G (GPCR),
produzindo segundos mensageiros que participam de cascatas de sinalizagdo
intracelulares importantes na modulacdo de diferentes respostas celulares e fisiologicas
(NICIU, KELMENDI, & SANACORA, 2010).

Os iGIuR do tipo NMDA (N-metil-D-aspartato) sdo estruturas heteroméricas
permedveis aos ions Na*, K*, Zn?* (zinco) e Ca®". No processo fisiolégico normal,
durante o potencial de repouso o poro do canal é blogueado pelo magnésio (Mg?*)
(MATTSON, BARGER, BEGLEY, & MARK, 1995). Nos neurdnios pds-sinapticos,
durante eventos despolarizantes e na presenca do L-Glu, ocorre o desbloqueio do poro
do canal e aumento da condutancia ao ion Ca** e o potencial de acéo é gerado (WANG
& QIN, 2010). Esses receptores requerem a ligacdo da glicina como um co-agonista
para serem ativados, todavia sdo 0s que possuem a maior afinidade ao glutamato.
Apresentam como caracteristicas farmacoldgicas uma ativacdo lenta e dependente de
voltagem (MAYER, WESTBROOK, & GUTHRIE, 1984), além de uma
dessensibilizacdo fraca e alta permeabilidade ao Ca?* (DINGLEDINE, BORGES,
BOWIE, & TRAYNELIS, 1999).

Sé&o constituidos por trés subunidades diferentes (NR1-3). Os receptores do tipo
NMDA classicos sdo heterotetramérico, compostos por duas subunidades NR1 e duas
subunidades NR2, sendo a subunidade NR1 composta por cerca de 938 residuos de
aminoéacidos, quando associada a outra subunidade forma o poro do canal e exibem
todas as propriedades classicas do canal incluindo ativacéo pelo L-Glu, bloqueio pelo
Mg?*, inativacdo pelo Zn?*, que pode inibir as correntes elicitadas pelo glutamato



45

(MAYER & VYKLICKY Jr, 1989), co-ativacao pela glicina (JOHNSON & ASCHER,
1987), interacdo com poliaminas, que reduzem a corrente gerada pela ligacdo do L-Glu
ao receptor (ROCK & MACDONALDO, 1992) e sensibilidade ao pH (LAU &
TYMIANSKI, 2010; DINGLEDINE, BORGES, BOWIE, & TRAYNELIS, 1999).

As subunidades NR2 possuem um papel regulatério nas fungdes associadas aos
iGIuUR NMDA.. Ha quatro subtipos de NR2 (NR2A-D), sendo NR2A bem distribuido
por todo o SNC e o NR2B, particularmente, na regido do prosencéfalo, que parece se
ligar as proteinas pds-sinapticas, como exemplo a 6xido nitrico sintase neuroral (NNOS)
aproximando-a espacialmente aos segundos mensageiros, tais como o Ca?* gerando
danos histolégicos (SATTLER, XIONG, & LU, 1999). Enquanto que a subunidade
NR3 é expressa em duas isoformas, sendo a NR3A no SNC e NRB3, em neur6nios
motores (SNP). Parece que essa terceira subunidade associada a NR1 elicita uma
resposta excitatoria via glicina (LAU & TYMIANSKI, 2010).

Os receptores glutamatérgicos do tipo acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolepropronico (AMPA) e cainato fazem parte de uma superfamilia de receptores
iGIUR e apresentam 25 % de homologia (NICIU, KELMENDI, & SANACORA, 2010).

Os receptores AMPA sdo constituidos a partir da combinacdo de quatro
subunidades (GIuR1-4) e requerem apenas ativacdo por L-Glu. A especificidade aos
cations é dependente da associacdo entre as subunidades do receptor, sendo as
subunidades GIuR1, 3 e 4 com alta permeabilidade ao Ca?* e GIuR2 promovendo
impermeabilidade ao Ca?* (GEIGER al., 1995). Fisiologicamente, sdo altamente
permeaveis ao Na* e apresentam um papel essencial na transmissdo sinaptica rapida
além de remover o blogueio do poro pelo Mg?* dos iGIuR tipo NMDA (MATTSON,
BARGER, BEGLEY, & MARK, 1995). Entretanto, um trabalho com o0s neurbnios
motores expressando todas as subunidades de receptores de AMPA, mostrou que uma
parcela majoritaria dos neurdnios que expressaram a subunidade GIuR2 demonstraram
ser responsaveis pela excitotoxicidade mediada pelo L-Glu dependente do Ca2*
(GREIG, et. al., 2000).

No hipocampo, as sinapses entre os neurdnios piramidais das regides CA3 e
CAL1 promovem a liberagdo pré-sinaptica do L-Glu dos terminais pré-sindpticos de CA3
ativando os receptores pos-sinapticos AMPA e NMDA, todavia, os receptores AMPA
sdo responsaveis pela maior parte da corrente basal despolarizante da transmisséo

sinaptica, ao passo que o influxo de Ca?" via receptores NMDA é necessario para
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desencadear mudancas na forca sinaptica, ou seja, na plasticidade (ELIAS & NICOLL,
2007).

Em se tratando da ativacdo dos receptores iGIuR relacionado a conducdo do
potencial de acdo (figura 13), pode-se observar que o L-Glu liberado pré-sinapticamente
ativa principalmente os iGIuR do tipo AMPA (vermelho) e NMDA (azul). Ambos os
iIGIUR sdo permeaveis aos cations monovalentes (Na* e K¥), entretanto, os do tipo
NMDA também sio altamente permeéaveis ao Ca®*. Ao contrario dos iGIuR do tipo
AMPA, que tem uma tensdo de corrente linear, 0 NMDA exibe uma condutancia
dependente da voltagem devido & tensdo de bloqueio dependente do Mg?* durante o
potencial de membrana o (a, traco azul). Portanto, correntes sinépticas evocadas por
potenciais excitatorios poés-sindptico (EPSCS) serdo devidas quase inteiramente a
condutancia catiénica através dos iGIuR do tipo AMPA (a, traco vermelho a esquerda),
no potencial de membrana em torno de -70 mV (c, seta preta). Durante a
despolarizacédo, os potenciais gerados pelos iGIUR do tipo NMDA também contribuem
para o EPSC (a, preto). Esses dois componentes mediados pelos iGIuRs podem ser
isolados farmacologicamente, revelando o componente AMPA (a, traco vermelho
direito) e o componente NMDA (a, traco azul a direita). Também, hd uma nitida
diferenca entre a cinética de degradacdo dos iGIuR, em que o receptor do tipo AMPA é
100 vezes mais rapido do que o NMDA (1/100 milissegundos) (ELIAS & NICOLL,
2007). De modo interessante, as sinapses excitatorias que contém iGIuR do tipo
NMDA mas ndo apresentam AMPA sdo conhecidas como "sinapses silenciosas" (b)
(ISAAC, NICOLL, & MALENKA, 1995). Essas sinapses ndo conduzem em potenciais
de membrana negativo porque o blogueio do poro pelo Mg?* é dependente de voltagem
no iGIuR tipo NMDA (b, traco azul da esquerda). Quando ocorre a despolarizacao esses
receptores sdo ativados resultando nos EPSC (b, traco azul da direita) (ELIAS &
NICOLL, 2007).
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(a) Transmissdo excitatéria classica (b) Silenciamento sinaptico
Transmassdo normal Despolarizagio Transmissdo normal Despolarizagio

Na* Ca®* Na' Na*Ca®* Na' Na'Ca®™ Na' Na'Ca®* Na'
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Figura 13: Representa¢do da transmissdo excitatoria glutamatérgica. Ativacdo dos receptores
ionotrépicos glutamatérgicos pds-sindpticos do tipo NMDA e AMPA na conduc¢do dos potenciais
excitatorios pos-sinapticos numa sinapse classica (a) e nas sinapses silenciadas (b) (Adaptado de:
ELIAS & NICOLL, 2007)

Os receptores iGIUR do tipo cainato sdo heteroméricos constituidos por uma
complexa interacdo entre suas subunidades de GIuR5-7 e KA1-2. Também sdo ativados
diretamente pelo L-Glu, sendo permeaveis aos fons Na® e K*, todavia sdo mais
impermedaveis ao Ca?*. A ativacio desse receptor, similar ao AMPA, ativa os receptores
do tipo NMDA (NICIU, KELMENDI, & SANACORA, 2010; FERKANY, ZACZEC,
& COYLE, 1982).

Estudos mostram que os iGIuR do tipo AMPA estdo mais localizados em
neurdnios pos-sindpticos, enquanto que os receptores de cainato estdo localizados
ubiquamente em neurdnios pré e pos-sinapticos (VIGNER & COLLINGRIDGE, 1997).
No entanto, apds dez anos de pesquisa, estudos mostram atualmente que ambos o0s
receptores glutamatérgicos iGIUR (AMPA, cainato e NMDA) estdo presentes pré-
sinapticamente, além de mGIuR e que podem atuar controlando a forca de transmisséo
sinaptica e liberagdo de NTs de forma variavel (PINHEIRO & MULLE, 2008).
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1.5. MECANISMOS MOLECULARES E CELULARES DA
EXCITOTOXICIDADE E MORTE NEURONAL

O conceito de excitotoxicidade foi proposto pela primeira vez pelo Dr. Olney
(1969) como sendo um efeito tdxico resultante da excessiva ou prolongada ativacdo dos
receptores pelos aminoacidos excitatorios (EAAs) (OLNEY, 1969).

A excitotoxicidade medeia danos neuronais em varias desordens neurologicas,
incluindo isquemia e doengas neurodegenerativas. Os mecanismos moleculares sugerem
que uma superestimulacdo dos receptores glutamatérgicos produz multiplos efeitos
adversos incluindo alteracdes na homeostase do calcio intracelular, comprometendo as
funcbes de organelas, tais como as mitocondrias; além do aumento do éxido nitrico
produzindo radicais livres. A ativacdo persistente de proteinas cinases e 0 aumento de
fatores de transcricdo pro-apoptdticos também estariam envolvidos neste evento
(WANG, et al., 2010).

Sabe-se hoje que a excitotoxicidade promovida pelo glutamato contribui para a
lesdo neuronal em diversas neuropatologias, incluindo isquemia, epilepsia, traumatismo
cranio-encefélico e as doencas neurodegenerativas cronicas, como esclerose lateral
amiotrodfica, esclerose multipla, Doenca de Parkinson e Alzheimer (WANG & QIN,
2010; LAU & TYMIANSKI, 2010; ARUNDINE & TYMIANSKI, 2003; MATUTE,
ALBERIDI, IBARRETXE, & SANCHEZ-GOMEZ, 2002; DANBOLT, 2001).

Os iGIuR sdo os grandes alvos farmacoldgicos dos eventos de excitotoxicidade,
mediados pelo L-Glu. A ativacdo do receptor NMDA leva a um aumento do influxo de
calcio, que pode resultar em uma despolarizacio da membrana mitocondrial
aumentando a producdo de radicais livres e ativando as caspases, que Sdo proteinas
envolvidas principalmente, em eventos apoptéticos (LIOT, et al., 2009).

Outros iGIuR do tipo AMPA, na sua maioria, sdo impermeaveis ao célcio e
podem causar excitotoxicidade, devido ao aumento do influxo de Na* ou K,
despolarizando a membrana celular e ativando os receptores de NMDA (WANG, et al.,
2010).

A excitotoxicidade, resultante da estimulacdo dos receptores de cainato, pode ser
sucedida por vias apoptoticas mais do que necroticas, que em geral sdo mais onservadas
qguando o receptor NMDA esta envolvido. Além disso, alguns estudos relataram que a
estimulacdo dos receptores de cainato poderia induzir autofagia e atividade de enzimas
lisossomais, importante nas injarias neuronais (WANG, et al., 2006).
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1.5.1. Células Neuro-2A: uma linhagem com fenétipo neuronal para
avaliaco de citotoxicidade

As células Neuro-2A constituem uma linhagem amplamente usada em modelos
neuronais in vitro que exibem fenotipos morfologico e quimico de neurénios (TAMUJI e
CRAWFORD, 2010; BASTA-KAIM, et al., 2006; CALDERON et al., 1999).

Estudos mostram que nessas células ha presenca de receptores muscarinicos,
opidides, de angiotensina, bradicinina, neurotrofinas e serotoninérgicos, além de
transportadores de serotonina, e que essas expressam a proteina 4.1N, que interage com
0s receptores dopaminérgicos D1 e D2 (BASTA-KAIM, et al., 2006; BINDA et al.,
2002; CHATTERJEE et al., 1992; MONSMA JR, BRASSARD, & SIBLEY, 1989).

Ensaios de imunohistoquimica em células Neuro-2A evidenciaram a presenca de
trés proteinas do complexo SNARE neuronal, dois transportadores de monoaminas
(VMAT-1 e VMAT-2) e de nucleotideos vesiculares, o que mostra a atividade na
maquinaria de liberacdo de NTs (GUTIERREZ-MARTIN et al., 2011).

As linhagens celulares comumente sdo utilizadas como uma alternativa
interessante para avaliagdes de toxicidade de biocompostos ativos de origem animal e
vegetal, medicamentos, compostos sintéticos e nanocompostos.

As células Neuro-2A tem sido objeto de estudo também para avaliacdo de
agentes antioxidantes, como o mangiferin, uma substancia extraida da manga
(Mangifera indica), que protegeu essas células contra a toxicidade do MPTP (1-metil-4-
fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina), substancia que induz a sindrome parkinsoniana em
humanos e em outros animais (AMAZZAL et al., 2007).

Além de ensaios de toxicidade, muitos trabalhos com linhagens, especificamente
com a Neuro-2A, vém sendo desenvolvidos no intuito de compreender processos
farmacodindmicos, como especificidade de drogas aos receptores e sinalizacdo celular.
Como exemplo, um trabalho envolvendo o misoprostol, uma droga andloga da
prostaglandina E, que embora tenha sido utilizado na terapéutica para a prevencao e
tratamento da Ulcera gastrica e inducdo de contragcfes uterinas, observou-se que 0 USO
dessa droga no final da gravidez estaria relacionado ao autismo e sindrome de Mdobius,
ou seja uma provavel neurotoxicidade no SNC (SCHULER et al., 1999; GOLDBERG,
GREENBERG, & DARNEY, 2001). Visando investigar o possivel mecanismo de
neurotoxicidade do misoprostol, Tamiji e Crawford (2010) utilizaram células Neuro-2A

e observaram que esse medicamento induziu o aumento da [Ca®'];i dependente da
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atividade da proteina cinase A, similar ao mecanismo desencadeado pela prostaglandina
E>, 0 que poderia estar relacionado aos casos de autismo (SPLAWSKI et al., 2004).
Os estudos utilizando essas células tém ajudado a elucidar alguns eventos

fisiofarmacologicos que envolvem o sistema nervoso.

1.5.2. Neurdnios piramidais e granulares de hipocampo em cultura:
modelos neuronais para avaliacdo de efeitos neurotdxicos

Estruturalmente, o hipocampo juntamente com o giro denteado e os cortices
transicionais associativos (cortex entorhinal e subicular), constituem a formacéo
hipocampal, sendo o hipocampo dividido em regides denominadas de Corno de Ammon
(CA): CAL, CA2 e CAS3, constituido majoritariamente por neurdnios piramidais e
granulares (AMARAL & WITTER, 1989). A estrutura hipocampal ainda pode ser
dividida em estratos, sendo esses: Oriens, Piramidal, Radial e Lacunoso-molecular. No
estrato Oriens encontram-se 0s dendritos basais dos neurdnios piramidais; no Piramidal
estdo localizados os somas dessas células; no Radial, os dendritos apicais; no estrato
Lacunoso as ramificacbes dos dendritos apicais. Essa formacao apresenta-se como uma
unidade morfofuncional do sistema limbico que estd interconectada por fibras
correspondendo a via tri-sindptica, de natureza predominantemente excitatoria
(PAXINOS, 2004).

Em neurbnios piramidais, algumas aferéncias chegam através dos feixes
perforantes medial e lateral, oriundos do cortex entorhinal, (particularmente em
roedores, das regides medial e lateral, respectivamente), sendo essa a principal via
denominada de perforante ou temporodenteada. J& os feixes eferentes dos neurdnios
piramidais projetam-se do hipocampo via férnix. Outras vias provenientes do cértex
entorhinal adentram a camada molecular do giro denteado e fazem sinapse com 0s
dendritos das células granulares. Os axénios das células granulares estdo localizados na
camada granular do giro denteado e projetam-se para a regido CAS3 e hilar, denominadas
de fibras musgosas. As células piramidais da regido CA3 projetam-se a regido CA1l,
pelas fibras colaterais de Schaffer, sendo a maior via de entrada em CA1 (PAXINOS,
2004; AMARAL & WITTER, 1989).

O hipocampo e regiGes corticais associadas formam o assoalho do corno
temporal do ventriculo lateral (KANDELL, SCHUWARTZ, & JESSEL, 2003).
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Os neurdnios piramidais e granulares compreendem as mais abundantes células
do hipocampo, sendo a principal neurotransmissdo excitatoria mediada nessa regido
pelo L-Glu, e inibitoria mediada por GABA (WANG & QIN, 2010), conforme indicado
na figura 14. Estudos recentes mostraram que o NTs glicina apresenta um papel dual na
neurotransmissao hipocampal, uma vez que age como neurotransmissor inibitdrio
quando ativa 0s receptores para estricnina, e excitatorio, quando ativa os receptores
glutamatérgicos NMDA, juntamente com o L-Glu (ZAPPETTINI, et al., 2012;
AMARAL & WITTER, 1989).

(a)

Figura 14: Neurotransmissdo excitatéria em hipocampo. (a) Sinapse glutamatérgica entre os
neurdnios piramidais das regides CA3 (terminais pré-sinapticos) e CAl (espinhas dendriticas). (b)
Liberacéo de L-Glu na fenda sindptica (ELIAS & NICOLL, 2007).

Além desses NTs foram identificados por imunocitoquimica a expressdo de
MAChR no corpo e apices dentriticos das células piramidais. Dentre os receptores, 0S
subtipos M1 a M4 foram presentes em células piramidais, interneurdnios, células
granulares e no sistema de fibras, entretanto, com baixa presenca do receptor M2 e na
regido do giro denteado, de M4, revelando a relevancia do neurotransmissor ACh nas
sinapses moduladoras (VAN DER ZEE & LUITEN, 1999). A presenca e localizacdo
dos mAChR e o conjunto de circuitos envolvendo a atividade desse neurotransmissor. A
distribuicdo dos mAChR no hipocampo, nos interneurdnios e nas celulas principais,
mostra o envolvimento desses neurdnios nos circuitos da neurotransmissdo colinérgica,

podem ser representados simplificadamente, na figura 15.
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Figura 15: Representacdo esquemdtica da neurotransmissdo colinérgica na regido CAl do
hipocampo enfatizando a modulagdo associada a outros neurotransmissores. A inervacio
colinérgica excitatéria (terminais vasados) termina em todos os principais tipos celulares,
predominando nos corpos celulares dos interneurénios gabaérgicos (I). A inervacdo inibitéria
colinérgica (terminais cheios) finaliza nos terminais gabaérgicos dos interneurdnios, que por sua
vez, inervam as células piramidais (P). Os neurdnios piramidais recebem pouca influéncia direta
enquanto que os interneurdénios sdo fortemente influnciados (VAN DER ZEE & LUITEN, 1999).

Funcionalmente, a formacdo hipocampal é responséavel pela memaria de longo
prazo acerca das experiéncias diarias, também denominada de memoria explicita ou
declarativa. Entretanto, danos no hipocampo levam o individuo a ndo formar novas
memorias, mas ndo prejudica significativamente memorias antigas, 0 que mostra que
essa area medeia as fases iniciais da retencdo de longo prazo (KANDELL,
SCHUWARTZ, & JESSEL, 2003). Nesse contexto, a neurotransmissao colinérgica na
formagdo hipocampal exerce um papel crucial mediando a atengdo e a memoria, e
portanto, é comprometida em casos de doencas neurodegenerativas como o Alzheimer
(PARRI, HERNANDEZ & DINGLEY, 2011; DICKINSON et al., 2009).

Diferentes formas de plasticidade ocorrem, concomitantemente, no sistema
nervoso. Enquanto ocorre um monitoramento da homeostase para manter a atividade
neuronal dentro de uma faixa funcional, estrategicamente, a potenciacdo sinéptica de
longo prazo (LTP) modifica a forca relativa das sinapses especificas apds pequenas
alteracdes na atividade neuronal, e proporcionam a base celular para o aprendizado e a
memoria. Estudo recente, com fatias de hipocampo mostrou que bloqueando o potencial
de acédo e os receptores de NMDA durante 3 h (bloqueio agudo) nessa regido foram
geradas LTPs de alta magnitude quando comparado aos hipocampos nao bloqueados.

Fato semelhante ocorreu quando a transmissdo gabaérgica foi blogueada com
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picrotoxina, 0 que mostra a estratégia de plasticidade nos circuitos hipocampais
(FELIX-OLIVEIRA, et al., 2014). Adicionalmente, foi observado que em ratos wistar
audiogénicos houve uma diminui¢do do ténus gabaérgico na regido do hipocampo e da
amigdala, e que esses animais sao mais susceptiveis a inducdo de LTP na amigdala (DE
CARVALHO, 2007).

A depressdo sindptica de longo prazo (LTD) é uma forma de plasticidade
sinaptica tdo significativa como a LTP, tanto para o desenvolvimento de circuitos
neurais quanto para o armazenamento de memoria dependente da atividade em adultos
(STANTON, 1996). Danos e alteracbes em areas distintas do hipocampo, tais como
mudancas na neurotransmissdo, de LTP, LTD ou nos receptores glutamatérgicos,
afetam a plasticidade neuronal e ocorrem em disturbios psiquiétricos, como na
esquizofrenia, com reducdo de 4% do volume hipocampal, na densidade de células da
glia e espinhais e no tamanho dos neurénios na regido do giro (RAJKOWSKA,
SELEMON, & GOLDMAN-RAKIC, 1998). O estresse pos-traumatico foi o primeiro
disturbio neurolégico associado a atrofia do hipocampo, além disso, 0 excesso de
estresse tem mostrado causar atrofia devido a acdo exacerbada de glicocorticéides,
similar ao que ocorre na sindrome de Cushing’s, com aumento da area da amigdala
(WATANABE et al., 1992).

Alguns trabalhos evidenciaram o uso de neurdnios hipocampais como modelo
neuronal para ensaios de toxicidade. Um trabalho avaliou a atividade neuroprotetora de
duas toxinas Tx3-3 e Tx3-4, isoladas da aranha Phoneutria nigriventer, mostrando que
essas toxinas causaram consideravel neuroprotecdo (54 e 72%, respectivamente) em
fatias de hipocampo, em modelo de isquemia in vitro (privagdo de oxigénio e reducéo
de glicose) por reduzir a liberacdo de L-Glu induzida pela isquemia (PINHEIRO et al.,
2009). Em outro trabalho, neurbénios hipocampais de animais adultos, em cultura,
foram utilizados para avaliar o efeito do antidepressivo fluoxetina sobre o aumento de
[Ca?*]i induzido em sinapses. Os resultados mostraram que a fluoxetina inibiu a [Ca'];
nos neurdnios tratados e ndo-tratados previamente com p-cloroanfetamina, de modo
concentragcdo-dependente. Outros antidepressivos inibidores da recaptacdo de
serotonina, tais como paroxetina e citalopram ndo reduziram a [Ca?*];. Além disso, foi
observado que o tratamento prévio com fluoxetina, inibiu a [Ca?*]; induzida pelo L-Glu,
NMDA e cainato, e dessa forma, protegendo 0s neurdnios contra a excitotoxicidade
(KIM et al., 2013).
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Outro estudo envolvendo compostos naturais fenolicos isolados de chas em
neurdnios hipocampais em cultura obtidos de camundongos HT22 (sensiveis ao L-Glu),
avaliou a atividade desses compostos sobre o sistema catecolaminérgico, em especial a
biodisponibilidade de L-DOPA, catecolamina importante para os pacientes com doenca
de Parkinson. Os resultados mostraram que a substancia (-) epigalocatequina-3-galato
inibiu a metilacdo de L-DOPA aumentando a sua disponibilidade, assim como protegeu
contra a neurodegeneracdo oxidativa do hipocampo. Outros compostos fendlicos como
a (+) catequina e (-) epicatequina além de modularem a metilacdo de L-DOPA também
atuaram como protetoras das neurodegeneracdes oxidativas (KANG et al., 2013).

Em 2014, o grupo da pesquisadora Dr® Maria Regina Sandoval, do Instituto
Butantan/SP-Brasil, publicou um trabalho envolvendo a neurotoxicidade de duas PLA>
isoladas (MIx-8 e MIx-9) da serpente M. lemniscatus em neurdnios hipocampais de
embribes de ratos Wistar, em cultura, no qual mostrou que essas toxinas promoveram o
aumento da [Ca?*]i e reduziram o potencial mitocondrial transmembrana, o que ficou
evidenciado pelas alteraces morfolégicas dos neurbnios e pela citotoxicidade
(CARVALHO et al., 2014).

1.5.3. Sinaptosomas como modelo de avaliacdo da atividade pré-sinaptica e
excitotoxicidade

Os sinaptosomas tém sido amplamente utilizados como uma preparacdo de
referéncia para a investigacdo de atividades pré-sinapticas, especialmente relacionadas a
captacdo e liberacdo de NTs (DUNKLEY, HEATH, HARRISON, JARVIE, &
GLENFIELD, 1988). Em mamiferos, sdo terminais nervosos isolados, compostos por
vesiculas de NTs distintos, e diferem em forma e tamanho, no contelido de vesiculas,
mitocdndrias e elementos do citoesqueleto e tipos de comunicacdo com células pos-
sinapticas (DUNKLEY, JARVIE, & ROBINSON, 2008). Os sinaptosomas podem ser
produzidos de maneira eficiente de diferentes regides do cérebro, como o cOrtex e
hipocampo que apresentam estruturas em camadas bem definidas (MCMAHON &
NICHOLLS, 1991).

Estrutural e funcionalmente, os sinaptosomas tém sido caracterizados por
apresentarem no seu interior mitocéndrias (0,7 a 1 um), pequenas vesiculas sinapticas

(50 nm), juntamente com poucas vesiculas grandes de nucleo denso, que liberam NTSs,



55

entretanto ndo podem sintetizar novas proteinas. Suas membranas sdo similares,
eletrofisiologicamente, a membrana plasmética de neurdnios, contendo canais iénicos
com alta permeabilidade aos ions K" e Na*, proteinas transportadoras e receptores.
Além disso, sdo bioenergeticamente autbnomos, produzindo ATP e sdo funcionais até 6
horas apds o seu preparo, quando suplementados por glicose (DUNKLEY, JARVIE, &
ROBINSON, 2008; MCMAHON & NICHOLLS, 1991).

Em 1986, Nicholls & Sihra mostraram que sinaptosomas de cortex cerebral de
porquinhos da india liberavam L-Glu na presenca de 1,3 mM Ca?*, quando estimulados
com 30 mM de cloreto de potassio (KCI), a partir dos 20 minutos.

O trabalho de Dunkley e col. (1988) aprimorou o método de preparacdo dos
sinaptosomas, utilizando um gradiente de percol. Com a fracdo sobrenadante do
homogenato de cérebro, apds centrifugacdo, conseguiu fracionar em partes subcelulares
com componentes bem homogéneos, sendo a fracdo subcelular 1 abundante em
membranas, com vesiculas muito pequenas (0,34 um de diametro); a fracdo 2 rica em
mielina; a subfracdo 3 contendo sinaptosomas e membranas e a 4 contendo
sinaptosomas grandes (terminais nervosos de 0,63 um de didmetro) (figura 16); a
fracdo 5 é rica em mitocondrias (DUNKLEY, JARVIE, & ROBINSON, 2008).
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Figura 16: Eletromicrografia das fragbes subcelulares sinaptosomais da area do estriado de ratos
apos o gradiente de percol (0 a 23 %). Em (a) a fracdo 1, mostrando a presenca de membranas
(mem); (b) fracdo 2, com mielina e mitocdndrias extrasindpticas (mit); (c) fragdo 3, com
sinaptosomas (syn) e membranas; (d) fracdo 4, com sinaptosomas (DUNKLEY, JARVIE, &
ROBINSON, 2008).

Uma diversidade de trabalhos foi desenvolvida ao longo desses quase 30 anos
utilizano esse método e avaliando quer sejam as vias de liberagdo de NTs e suas
regulagbes, a caracterizacdo de receptores pré-sinapticos, bem como a atividade
farmacoldgica de drogas na liberacdo e/ou recaptacdo de NTs.

Um dos trabalhos pioneiros, de Meyer e Otero (1985), caracterizou,
farmacologicamente, a liberacdo de ACh modulada pelos mAChR, em sinaptosomas de
cortex cerebral de rato.

O uso desse método tem sido bastante explorado para a caracterizacdo
farmacoldgica de toxinas que agem no SNC. O grupo do Prof® Dr° Wagner dos Santos e
Joaquim Coutinho Netto, da USP de Ribeirdo Preto/SP-Brasil realizou alguns trabalhos
com toxinas isoladas de aranhas, com atividade neuroprotetora, em sinaptosomas
envolvendo os sistemas gabaérgico e glutamatérgico. Em um desses trabalhos, a toxina
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FrPbAII, isolada da aranha social Parawixia bistriata foi capaz de inibir a recaptacao de
GABA em sinaptosomas, apontando a toxina como um anticonvulsivante potente
(GELFUSO et al., 2007). Um trabalho de 2011 evidenciou que uma nova toxina isolada
da mesma aranha, a parawixina 10, aumentou a captacdo de [3H]-glutamato (79 %) e de
[*H]-glicina (40 %) em sinaptosomas cérebro-corticais de ratos, ndo afetando a captacéo
de GABA (FACHIM, et al., 2011). Trabalhos anteriores também mostraram atividade
neuroprotetora de peconhas de aranhas, bem como de algumas de suas fragcOes
(BELEBONI, et al., 2006; FONTANA, et al, 2003; CAIRRAO, et al., 2002).

Outro grupo de pesquisa, do Prof® Dr° Marcus Vinicius Gomez, da UFMG-Belo
Horizonte/MG desenvolveu inumeros trabalhos com diferentes toxinas da pegonha da
aranha Phoneutria nigriventer. Como exemplo, Reis e col. (1999), mostraram que a
toxina phoneutriatoxina 3-4, inibiu a captacdo de L-Glu em sinaptosomas dependente
do tempo de exposicao e reduziu a liberagio de L-Glu independente de Ca*

Nosso grupo tem desenvolvido trabalhos com sinaptosomas avaliando a
liberagdo de L-Glu ou de outros NTs relacionando a atividade neurotdxica central
evocada por essas toxinas. Nos trabalhos de Kattah e cols. (2002) e Lomeo e cols.
(2014) foram avaliados os efeitos pré-sinapticos da crotoxina, uma PLA:
heterodimérica, isolada da serpente Crotalus durissus terrificus, em sinaptosomas. O
primeiro trabalho mostrou que a crotoxina aumenta a liberacéo dos derivados de acidos
graxos palmitato e araquinodato quando comparada a outras PLA2. O segundo, mostrou
que a liberacdo de L-Glu induzida por essa PLA, é independente da atividade
fosfolipésica e dependente dos canais Cav N e P/Q. Além disso, verificou-se também,
que a subunidade CB ¢ internalizada na membrana, independentemente da atividade
fosfolipasica e da subunidade CA. Em outros trabalhos desenvolvidos em nosso
Laboratorio foram usados sinaptosomas cérebro-corticais para comparar a liberacdo de
L-Glu induzida por uma toxina nativa PnTx2-6, sua recombinante e mutantes (Torres,
2011), bem como com um peptideo sintético, PnTx-19 (Silva, 2012), importantes
potenciadores da funcdo erétil. No trabalho mais recente, o de Montandon (2013), os
sinaptosomas cérebro-corticais de ratos adultos foram utilizados para avaliar o efeito da
peconha bruta de M. lemniscatus e a triagem de suas fragdes na liberacdo de L-Glu,

trabalho inicial dos nossos estudos da atividade pre-sinaptica dessa pegonha.
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1.5.4. A participacdo do calcio na neurotransmissdo glutamatérgica e
excitotoxicidade

O aumento no transiente de [Ca?]; resultante de estimulos eletroquimicos e
consequente abertura dos canais i6nicos, medeia processos fisiologicos de diferentes
circuitos neuronais, como por exemplo, 0s eventos associados a memoria e
aprendizagem (KANDELL, SCHUWARTZ, & JESSEL, 2003).

Porém, o influxo de célcio também é essencial para a excitotoxicidade
glutamatérgica. Estudo desenvolvido com cultura de neurdnios corticais mostrou que,
quando os neurdnios foram submetidos ao meio extracelular rico em Ca?*, ocorreu
excitotoxicidade glutamatérgica, em contrapartida, quando o meio estava desprovido de
Ca2* ocorreu reducéo da morte neuronal (CHOI, 1985).

A injuria e morte neuronal, que ocorrem como resultado de eventos agudos (por
exemplo, traumatismo craniano) e cronicos, como nas doencas neurodegenerativas
(Doenca de Alzheimer, Parkinson e Huntington) estdo relacionadas de algum modo, ao
desequilibrio do célcio intra e extracelular. Logo, muitas estratégias de neuroprotecao
adquiridas ao longo da evolucdo envolve sistemas que controlam esse ion (MATTSON,
et al, 1995).

Em neurbnios, a [Ca?']i é aproximadamente 100 nM, em contrapartida, a
concentragio de calcio extracelular ([Ca?']e) corresponde a aproximadamente 1 mM
(MATTSON, et al, 1995). A baixa [Ca®*]i ¢ mantida devido a constante extrusdo de
célcio facilitada pela Ca?* -ATPse, presente na membrana plasmética e no reticulo
endoplasmatico (CAROFOLLI, 1992). Além do trocador Na*/Ca?*-ATPase, as proteinas
citosolicas que se ligam ao calcio intracelular sdo importantes para a manutencdo do
baixo nivel desse ion no meio intracelular (MATTSON, et al., 1995).

Estudo desenvolvido por Tymianski e col. (1993) mostrou que, o influxo de Ca?*
e ndo o Ca?* presente na célula, foi importante para os processos neurodegenerativos
mediados pelo iGIuR, do tipo NMDA.

O Ca?* adentra o citoplasma por meio dos canais Cay, dos receptores presentes
na membrana do reticulo endoplasmatico do tipo receptor de IP3 e de rianodina, e dos
iGIuUR de NMDA e mGIuR (MATTSON, et al., 1995).

O L-Glu induz o aumento de [Ca*]i pela ativacdo dos iGIUR do tipo NMDA,
AMPA/cainato e mGIuR. Uma reducio do ion Mg?" que bloqueia os receptores de
NMDA tem sido caracterizada como modelo in vitro de convulsbes (GIBBS,et al.,
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1997). Em condi¢bes patoldgicas, como na epilepsia e isquemia cerebral, ha uma
liberacdo exacerbada de L-Glu promovendo neurotoxicidade (OLNEY, COLLINS, &
SLOVITER, 1986).

O aumento de [Ca®]i a um nivel letal pode ocorrer devido a uma variagio de
desordens metabolicas, como hipoglicemia, inibindo a atividade da Ca?"ATPase e
prejudicando a eliminacéo desse ion do meio intracelular. Além disso, o célcio pode
ativar proteases (tais como calpainas) causando injdrias na membrana; ativar lipases,
produzindo radicais livres, ou via iIGIUR do tipo NMDA,; ativar a 6xido nitrico sintase,
produzindo niveis tdxicos de 6xido nitrico (LAU & TYMIANSKI, 2010; SATTLER,
XIONG, & LU, 1999).

Estudos vem mostrando que uma grande parte do Ca?* intracelular, oriundo da
excitotoxicidade glutamatérgica, é sequestrado para o interior da mitocondria, o que
provoca acidose metabdlica e formacdo de radicais livres, e dessa forma gerando
toxicidade via mitocondria (WANG & THAYER, 1996; THAYE & WANG, 1995). Em
complemento, a ativacdo do receptor do tipo NMDA induziu uma répida captacdo de
Ca?" pela mitocondria, mais do que quando comparada a ativacdo via receptor de
cainato ou pelo KCI. Além disso, a entrada excessiva do Ca?* na mitocondria pode
alterar o potencial de membrana mitocondrial reduzindo a producgédo de ATP e causando
a morte celular (FISKUM, et al., 2003; FISKUM, 2000). Adicionalmente, durante o
processo de excitotoxicidade glutamatérgica mediada pelo receptor do tipo NMDA,
ocorre liberacdo de citocromo ¢ da mitocondria, levando a fomacdo de moléculas
reativas de oxigénio. Outros estudos mostraram a participacdo da caspase-3 nos eventos
de excitotoxicidade glutamatérgica mediada pelo receptor de NMDA (ATLANTE, et.
al., 2000; LUETJENS, et al., 2000; TENNETI & LIPTON, 2000).

A mitocéndria tem sido o elo de ligacdo entre os eventos de morte celular por
apoptose, necrose ou autofagia, processos que estdo envolvidos em varias doencas
neurodegenerativas, ativando vias de sinalizacdo distintas, e, muitas vezes comuns,
envolvendo diferentes caspases e moléculas pré-apoptoticas (WANG & QIN, 2010).
Muitas vezes estes processos estdo associados aos eventos de excitotoxicidade

promovidos pelo L-Glu.
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1.6. TOXINAS ANIMAIS: novos prototipos de farmacos?

Historicamente, a utilizacdo de peconhas e seus componentes tem sido
importante para o estudo do sistema nervoso, cardiovascular, no processo de coagulacéo
sanguinea, sistema enddcrino e no sistema imune (MENEZ, STOCKLIN, MEBS,
2006). Toxinas polipeptidicas interagem tipicamente com seus receptores-alvos com
alta poténcia e seletividade (KEIZER et al., 2003). Desta forma, as toxinas de origem
animal associadas a biodiversidade de serpentes peconhentas no mundo (2-2,9 mil)
(CASAIS-E-SILVA, 2012) constituem um grande potencial para o uso em estudos de
bioprospecc¢do, servindo como “moldes estruturais” para o desenvolvimento de novos
agentes farmacologicos.

Em 2003, Calixto destacou que no mercado mundial, estimava-se que 40% dos
medicamentos disponiveis na terapéutica eram desenvolvidos de fontes naturais, sendo
25% de plantas, 13% de microrganismos e 3% de outros animais. Em complemento, um
trabalho publicado por nosso grupo, mostrou que, toxinas isoladas das pegonhas de
aranhas, vespas e escorpifes, constituem um grupo que atua potencialmente como
protétipo de novos farmacos, como anticonvulsivantes e antiepilépticos. Nesse estudo
foi mostrada a relacdo entre o ndmero de patentes publicadas de 1980 a 2010,
relacionadas as toxinas de artropodes com aplicacdes farmacoldgicas, clinicas e
biotecnoldgicas, o0 que mostra o nimero crescente de depdsitos ao longo dos anos. O
trabalho mostra também que as patentes de moléculas com atividades farmacoldgicas
associadas ao SNC, como antiepilépticas e analgésicas ocupam o terceiro e quarto
lugares, respectivamente, sendo a primeira posi¢cdo ocupada por moléculas com
potencial atividade inseticida (DE LIMA, et al., 2012).

Algumas patentes vém sendo depositadas por nosso grupo de pesquisa acerca da
atividade de moléculas sintéticas utilizando-se toxinas de aranhas como prot6tipos
moleculares. Como exemplo, o depdsito recente da patente BR102014010268, que
reivindicou o uso para atividade analgésica central (antinociceptiva) do peptideo
sintético Pntx-19. No ambito de moléculas com atividades neuroprotetoras,
anticonvulsivantes e antiepilépticas isoladas de artropodes, foram desenvolvidos muitos
estudos, como por exemplo, com as acilpoliaminas, envolvendo os sistemas gabaérgicos
e glutamatérgicos (BELEBONI et al., 2006; CAIRRAO et al., 2002).

Sabe-se que ha farmacos derivados de componentes de peconhas de serpentes

presentes no mercado (tabela 4) e dazias de principios ativos com finalidades
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farmacéuticas que atualmente estdo sendo avaliados em testes pré—clinicos ou clinicos
(MENEZ, STOCKLIN e MEBS, 2006).

Tabela 4: Farmacos comercializados produzidos a partir de toxinas de serpentes.

FARMACO /
NOME COMERCIAL
Captopril; enalapril

ALVO E FUNCAO /
TRATAMENTO
Inibidor da ECA / hipertensédo

ESPECIE DE ORIGEM

Bothrops jaracussu

Integrilin (eptifibatide)

Inibicdo da agregacdo plaquetaria/
sindrome aguda coronariana

Sisturus miliarus barbouri

Aggrastat (tirofiban)

Inibidor da GPllIb-Illa / infarto do
miocardio, isquemia refrataria

Echis carinatus

Ancrod (Viprinex)

Inibidor de fibrinogénio

Agkistrodon rhodostoma

Defibrase

Inibidor de trombina e protrombina /
infarto cerebral agudo, angina peitoral
inespecifica

Bothrops moojeni

Hemocoagulase

Efeito similar a trombina e atividade
tromboplastinica / prevencdo e
tratamento de hemorragia

Bothrops atrox

Protac / Ativador da Proteina | Ativador da proteina C / diagnostico | Agkistrodon contortix

C clinico de disturbios hemostaticos contortix

Reptilase Diagnostico  de  desordens  de | Bothrops jararaca
coagulagdo sanguinea

Ecarin Ativador da protrombina / diagnéstico | Echis carinatus

Exanta / ximelagatran

Anticoagulante, inibidor da trombina

Cobra

Fonte: Adaptado de KOH, JEYASEETAN, ARMUGAM, 2006.

As toxinas de serpentes apresentam-se como fontes promissoras de novos
compostos com aplicacdo na clinica. Como exemplo de sucesso de drogas que se
tornaram medicamentos, pode ser citada a pesquisa desenvolvida pelo Dr° Sérgio
Henrique Ferreira (década de 60), estudando a peconha da serpente Bothrops jararaca,
quando isolou um principio ativo denominado de FPB (fator potenciador de bradicinina)
(CUSHMAN et. al., 1977; FERREIRA, BARTELT, GREENE, 1970), que serviu de
protétipo para o desenvolvimento de farmacos comerciais, chamados: Captopril® e
Enalapril®, atualmente distribuidos pelo Sistema Unico de Satde (SUS) brasileiro.
(Saude, 2013).

Tem aumentado o interesse de grupos de pesquisas em patentear novas
moléculas, cujos protdtipos sdo toxinas isoladas de diferentes serpentes. Vale ressaltar
algumas patentes em que o prot6tipo molecular sdo toxinas 3-Ftx, objeto de estudo
desse trabalho.

Uma patente depositada intitulada “SNAKE TOXIN AND ITS USE AS
PHARMACEUTICAL” (US 2002/0150975 Al), caracterizada por conter peptideos
derivados de toxinas isolados da serpente Naja kouthia e N. oxiana, que agem nos

receptores a7-nAChR, para o tratamento de cancer, em especial o cancer de pulméo e
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desordens do SNC, reivindicou as composi¢cdes e 0 uso desses peptideos e toxinas
nativas (METHFESSEL, 17 de outubro de 2002).

A patente americana depositada, intitulada “NOVEL SNAKE TOXINS” (US
2009/0285825 Al), caracterizada por conter toxinas e fragmentos peptidicos da classe
das ohanatoxinas reivindicou formulacdes diferentes contendo essas moléculas. Essas
toxinas, como citado anteriormente, apresentam atividade hipolocomotora e
hiperalgésica (KINI, 19 de novembro de 2009).

Outra patente, recentemente depositada, intitulada “THERAPEUTIC USES OF
B-ANTAGONISTS” (US 20109/0062980A1), caracterizada por conter polipeptideos da
classe das B-cardiotoxinas, isoladas de Ophiophus hannah, reivindicou o produto e suas
formulacdes associadas a todas as vias de administracéo, além do uso terapéutico dessas
moléculas em doencas cardiovasculares (KINI, 2010).

A utilizacdo de toxinas de peconhas na farmacologia pode ser observada em
varias fisiopatologias. Como exemplo, enzimas da peconha de Naja sp. e neurotoxinas
que reconhecem os mACchR, isoladas de mambas, demonstraram-se promissoras no
tratamento ou prevencdo das doencas neurodegenerativas como Parkinson e
Alzheimer’s (MULUGETA et al., 2003); a crotoxina isolada da serpente Viperidae
Crotalus durissus terrificus, tem apresentado eficacia na reducdo de tumores em estudos
clinicos de Fase I, em pacientes com estagio avancado de cancer (CURA et al., 2002);
inibidores da colagenase induzida pela agregacao plaquetaria: as PLA2 Acantin | e 1l da
peconha da serpente australiana Acanthophis antarcticus, estdo sendo utilizadas como
potentes substancias anticoagulantes (HODGSON, 2006).

As dendrotoxinas ou a-dendrotoxinas sdo proteinas isoladas das serpentes D.
angusticeps. Estruturalmente, apresentam de 57 a 60 residuos de aminoacidos e formam
trés pontes dissulfeto. Apresentam similaridade com inibidores de serino proteases,
como as aprotininas, e farmacologicamente, antagonizam 0s processos de adeséo
celular, se ligam seletivamente, aos K 1.1, 1.2 e 1.6, com alta poténcia, alem de
bloquearem seletivamente, algumas correntes para potassio neuronais, como as
correntes para potassio do tipo D, de ativagdo rdpida, em neurbnios piramidais de
hipocampo (HARVEY, 2001; KINI, 2002). Tém sido utilizadas no estudo de patologias
associadas aos canais para potassio.

Uma toxina heteromérica (MitTx-o/B) isolada da serpente coral do Texas (M.
tener tener) apresentou atividade farmacoldgica em canais ASIC1, envolvidos na

sensacdo dolorosa, associada a acidose tecidual e & dor inflamatdria, dos neurénios dos
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ganglios trigeminais de ratos e de camundongos, promovendo nocicepcdo (BOHLEN et
al., 2011).

Trabalhos recentes com as toxinas cobrotoxina e a-cobratoxina mostraram que
estas toxinas modulam canais Cay com correntes do tipo T em neurdnios do ganglio da
raiz dorsal. Estes canais apresentam papel importante na regulacdo do calcio intracelular
sobre o potencial de repouso da membrana, agindo na sensacdo dolorosa, devido a
reducdo do limiar de excitabilidade do potencial de membrana nos eventos nociceptivos
(ZHANG et al., 2012; ZHANG et al., 2011). Trabalhos com toxinas muscarinicas
(MTs) de peconhas das serpentes elapidicas australianas, com acdo sobre os mAchR do
SNC (KARLSSON et al., 2000), como as toxinas MTa= 7.543,2 Da ¢ MTp= 7.336,7
Da (JOLKKONEN et al., 1995) apresentaram grande relevancia para a compreensao de
alguns mecanismos farmacoldgicos associados a algumas doencas neurogenerativas.
Estudos com MTs, em hipocampo de pacientes pds-morte com Alzheimer, também
revelaram que o numero de mAchR do tipo M4 encontra-se reduzido nas regides do
giro denteado e CA4, o que possivelmente, leva ao comprometimento das funcdes
cognitivas na doenca de Alzheimer (MULUGETA et al., 2003).

Portanto, considerando-se 0 pouco conhecimento das peconhas de serpentes do
género Micrurus, e considerando-se o seu potencial, como fonte de varias moléculas
bioativas, decidiu-se neste trabalho, caracterizar bioquimicamente esta pegonha, bem
como estudar (a0 menos parcialmente) suas atividades farmacoldgicas, relacionadas as

toxinas do tipo 3-Ftx.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Caracterizacdo bioquimica da pegonha bruta da serpente Micrurus I. lemniscatus
com énfase nas toxinas de trés-digitos (6-8 kDa). Investigacdo da acdo da pegonha e de
algumas de suas moléculas na citotoxicidade celular de linhagem Neuro-2A e neurdnios
piramidais do hipocampo em cultura, relacionando esse evento a excitotoxicidade por

liberacdo de glutamato em sinaptosomas cérebro-corticais de ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Padronizacdo dos protocolos de fracionamento da peconha bruta da Micrurus |.
lemniscatus, por cromatografia liquida de alta pressdo, visando-se melhor
rendimento e separacdo de toxinas do tipo trés-digitos;

e Anadlise por espectrometria de massas das massas moleculares presentes nas
fracOes obtidas apds o processo de purificacdo, dando énfase as toxinas de trés-
digitos;

e Determinacédo das sequéncias N-terminais de toxinas de trés-digitos de interesse,

por sequenciamento de Edman;

e Comparacdo das sequéncias primarias N-terminais das toxinas de trés digitos,
com moléculas depositadas em bancos de dados, através de ferramentas de
bioinformatica;

e Varredura da atividade citotoxica da peconha bruta da Micrurus I. lemniscatus e
de suas fracdes isoladas, em células Neuro-2A, por ensaios de reducao do sal de
tetrazélio (MTT);

e Auvaliagdo da citotoxicidade da peconha bruta em neurdnios hipocampais de
ratos neonatos em cultura, por dois métodos colorimétricos: MTT e captacdo do
corante vermelho neutro (CVN).

e Avaliagdo da morte celular pela peconha bruta, por captacdo de calceina-
AM/etidio, em microscopia de fluorescéncia, em neur6nios hipocampais de ratos

neonatos em cultura.
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Isolamento da fracdo de interesse (Fracdo 22) e purificacdo de toxinas de trés-
digitos que compBem essa fracdo (MI7256 NTX, MI7294 NTX e
MI7119 NTX);

Avaliacdo da atividade da Fracdo 22 e de suas toxinas de trés-digitos isoladas,
sobre a liberacdo de L-glutamato em sinaptosomas cérebro-corticais de ratos
adultos.

Investigacdo do possivel mecanismo de acdo da Fracdo 22 na excitotoxicidade e
sua contribuicdo na neurotoxicidade central desencadeada pela peconha de

Micrurus I. lemniscatus.



66

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 OBTENC}AO E FRACIONAMENTO DA PECONHA BRUTA DA SERPENTE
Micrurus I. lemniscatus

A peconha da serpente Micrurus I. lemniscatus (300 mg de peso seco) foi cedida
em regime de colaboracdo pela Fundacdo Ezequiel Dias/sMG (FUNED), representada
pelas pessoas do Sr. Rébmulo Toledo (Servico de Animais Peconhentos) e Sr. Mauricio
Santos (Diretoria Industrial). A peconha foi obtida por extragdes multiplas de diferentes
exemplares de serpentes machos e fémeas da mesma espécie, e feito um pool desse
material (aliquota 1998-2000). A peconha bruta foi liofilizada e armazenada em freezer,
a -20°C, até o uso.

A peconha bruta foi fracionada por cromatografia liquida de alto desempenho
(HPLC - High Performance Liquid Chromatography), nos cromatégrafos AKTA
Explorer 100 (Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia), AKTA Purifier (Amersham
Biosciences, Uppsala, Suécia) e Ettan LC (Amersham Biosciences) controlados pelo
software UNICORN 4.11, equipados com mddulo de coleta automatica de fragdes
(Frac920, Amersham Biosciences). A elui¢do foi acompanhada por monitoramento das
absorbancias a 214 nm e 280 nm e foram utilizadas estratégias de fracionamento, em

uma, duas ou trés dimensoes, conforme descrito abaixo.

3.1.1 Estratégia 1: Fracionamento unidimensional da peconha bruta por Fase
Reversa

Para a obtencéo de fracGes semipurificadas, a peconha bruta (10 a 12 mg de peso
seco) da serpente Micrurus I. lemniscatus foi fracionada por Fase Reversa (RPC),
utilizando-se uma coluna semi-preparativa Discovery Supelco C18, de 25 c¢cm, com
fluxo de 4,0 mL/min. A peconha foi ressuspendida em eluente A (solucdo aquosa de
TFA 0,1% v/v) e aplicada a coluna previamente equilibrada com o mesmo eluente . A
eluicéo foi obtida por meio de gradiente linear de O - 80% de solucdo de TFA 0,1% em
acetonitrila (ACN) v/v (eluente B), com um volume de coleta de 1 ml em placas de 96

pocos siliconadas, no modo automatico.
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3.1.2 Estratégia 2: Fracionamento bidimensional da peconha bruta por
cromatografias de Troca I6nica e Fase Reversa (RPC)

A segunda estratégia consistiu em fracionar a peconha bruta em cromatografia
de Troca catidnica (CIEX) seguida de uma RPC.

Para o primeiro passo cromatogréfico utilizou-se uma coluna TSK-Gel CM-SW,
15 cm x 4,6 mm (Tosoh Biosep), com fluxo de 0,75 mL/min%. A coluna foi equilibrada
com o tampdo acetato de sodio 20 mM, em pH=5,0 (eluente A). A peconha bruta
liofilizada (2 mg) foi ressuspendida em eluente A e aplicada a coluna previamente
equilibrada. A eluigdo foi obtida através de um gradiente linear de 0 a 1 M de cloreto
de sodio (NaCl) e acetato de s6dio 20 mM, ajustado a um pH 5,0 (eluente B), com
volume de coleta de 1 mL.

As fracOes obtidas da cromatografia de Troca l6nica foram submetidas a etapa
seguinte em RPC, na qual foi utilizada a coluna Source™ 5 4,6/150 (Pharmacia
Biotech, Uppsala, Suécia), com fluxo de 1 mL/min. A coluna foi equilibrada com
solucdo aquosa de TFA 0,1% (eluente A). A elui¢do com gradiente de acetonitrila, TFA
0,1% (eluente B) foi obtida através do programa: 0-20% B em 18 min., 20-65% B em
92 min.; 65-70% B em 3 min.; 70-100% B em 7 min. e 100% B em 10 min., com

volume de coleta de 0,5 mL em placas de 96 pocos siliconadas, no modo automatico.

3.1.3 Estratégia 3: Fracionamento tridimensional da peconha bruta por
cromatografias de Troca Catidnica e duas Fases Reversas

Nessa estratégia foram feitas as etapas da Estratégia 2 (descrito acima) e,
adicionalmente, foi efetuado o terceiro passo de RPC, com uma coluna C18 Pepmap
(Applied Biosystems), com fluxo de 1 mL/mint. A coluna foi equilibrada com solugéo
aquosa de TFA 0,1% (eluente A). A eluicao foi obtida por meio de gradiente linear de 0
- 40% de solucdo de TFA 0,1% em ACN (eluente B), com volume de coleta de 0,5

mL/poco em placas de 96 pocos siliconadas, no modo automatico.
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3.1.4 Estratégia 4: Fracionamento bidimensional por cromatografias de Fase
Reversa e Troca Anibnica

Nessa estratégia realizou-se a etapa da estratégia 1 e, adicionalmente, efetuou-se
uma etapa de Troca Anidnica (AIEX), em uma coluna Mono Q 4.6/100 PE (Tricorn),
com fluxo de 2 mL/min. A coluna foi equilibrada com tampéo Tris-HCI 20 mM (eluente
A), ajustado para pH 8,0. A eluicédo foi obtida por meio de um gradiente linear de 0 —
1M de NaCl, Tris-HCI 20 mM em pH 8,0 (eluente B), com volume de coleta de 1 mL
em placas de 96 pocos siliconadas, no modo automatico.

3.2 ESPECTROMETRIA DE MASSAS

As massas moleculares das fracdes semipurificadas e toxinas protéicas isoladas
foram determinadas por espectrometria de massas. As andlises foram realizadas por
MALDI-TOF- MS, utilizando-se o aparelho Ultraflex 1l (Bruker Daltonics, Alemanha),
operado em modo positivo e controlados pelo software FlexControl 3.0 (Bruker
Daltonics, Alemanha).

As amostras provenientes de cada passo cromatografico foram adicionadas a
uma solugdo saturada de matriz a-ciano-4-hidroxicinamico (Sigma-Aldrich) e de uma
matriz contendo 90% de &acido 2,5-diidroxibenzéico e 10% a-ciano-4-hidroxicindmico
(super DHB) (Sigma-Aldrich) numa propor¢do de 1:1 (v/v) em placas MTP
AnchorChip 600/384, polimerizadas a 25 °C. As amostras oriundas da cromatografia de
troca idnica foram previamente dessalinizadas em ponteira Zip-Tip contendo a resina
C18-P10 (Millipore) antes das analises por espectrometria de massas.

Para a determinacdo da massa média das moléculas na faixa entre 5.000 —
20.000 Da, foi empregado o modo linear com calibragdo externa no qual utilizou-se o
padrdo de calibracdo de proteinas indicado pela fabricante (Protein Calibration
Standard I, Bruker Daltonics, Alemanha). Os dados foram analisados utilizando-se o
programa FlexAnalysis 3.0 (Bruker Daltonics, Alemanha (RATES, 2011; RATES et al.,
2007).
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3.3 SEQUENCIAMENTO N-TERMINAL POR DEGRADACAO DE EDMAN

As estruturas primarias parciais das toxinas de trés-digitos (6-8 kDa) foram
determinadas por meio de sequenciamento N-terminal por degradacdo de Edman. Foi
utilizado um sequenciador modelo PPSQ-23 (Shimadzu Co.) e aplicados 20 pL de cada
amostra, diluida em &gua deionizada contendo 0,1 % (v/v) de TFA, por ciclo
(modificado de SANTOS et al., 2010).

3.4 ANALISES DE SEQUENCIAS PRIMARIAS

As sequéncias primarias relativas ao N-terminal de cada toxina foram utilizadas
para a busca por similaridade, realizadas por meio do programa BLAST 2.2.23 através
de alinhamento multiplo de sequéncias foi realizado por meio do software Clustal
2.0.12, verificando-se a homologia com outras biomoléculas e toxinas depositadas em
bancos de dados, como SWISS-PROT, utilizando-se a ferramenta de bioinformatica
Fasta3  (http://www.ebi.ac.uk/fasta33/) e o ExXPASy Proteomics  Server
(http://ca.expasy.org) (CISCOTTO et al. 2011).

3.5 DOSAGENS DA PECONHA BRUTA, FRACOES SEMIPURIFICADAS E
TOXINAS TRES-DIGITOS DA SERPENTE Micrurus I. lemniscatus

A concentracdo de proteinas da peconha bruta, fracdes semipurificadas e das
toxinas trés-digitos (com massas moleculares entre 6-8 kDa) obtidas do fracionamento
da peconha bruta da Micrurus |. lemniscatus foi determinada pelo método colorimétrico
de Lowry e col. (1951).

Adicionou-se em placas de 96 pocos (TPP®), 20 uL do reagente de Folin-
Ciocalteau (Sigma) em 210 uL de solucdo de biureto (sulfato de cobre a 1 %, tartarato
de sodio e potassio anidro a 1% e carbonato de sddio alcalino a 2 %, 1:1:98 v/viv), e 10
pL da amostra de peconha bruta, das fragdes ou toxinas. A mistura foi incubada por 60
minutos a temperatura ambiente. Uma curva de calibracdo foi obtida utilizando-se
albumina sérica bovina (BSA) como padrdo A leitura da absorbancia foi realizada no
comprimento de onda de 750 nm, em aparelho multifuncional espectrofotométrico

Varioskan™ Flash (Thermo Scientific).
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A PB, fragdes semipurificadas e toxinas 3-Ftx com as concentracfes proteicas
determinadas foram utilizadas para o estudo de citotoxicidade basal e liberagdo de L-
Glu.

3.6 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Todos os animais foram fornecidos pelo Centro de Bioterismo (CEBIO) do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais, Belo
Horizonte, Minas Gerais. O projeto relativo a este trabalho foi submetido e aprovado
pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da Universidade Federal de
Minas Gerais (Protocolo n® 164/2012).

Ratos neonatos da espécie Rattus norvegicus, albinos, da linhagem Wistar
machos e fémeas (Po-Ps), até 6 horas de desmame, foram utilizados na cultura priméria
de neurdnios hipocampais (n=8, por cultura).

Ratos adultos, machos, da espécie Rattus norvegicus, albinos, da linhagem
Wistar, com peso 180-300 g, foram utilizados para o preparo dos sinaptosomas cérebro-
corticais. Todos os animais foram mantidos em caixas de plastico 17 x 34 x 40 cm em
grupos de 4 animais, com livre acesso a alimentacdo padrdo (racdo Labina), dgua
potavel e ciclo de 12/12 horas claro/escuro.

3.7 CULTIVOS CELULARES

Foram realizados dois cultivos celulares, sendo um de linhagem celular oriunda
de neuroblastoma de camundongo e um de cultura primaria de neurdnios hipocampais
extraidos de ratos Wistar neonatos machos e fémeas, até cinco dias de nascidos.

Todos os procedimentos com as células foram realizados em ambiente isolado e
estéril, na capela de fluxo laminar, com todos os protocolos de assepsia com alcool 70
% (Vv/v) e esterilizagdo dos materiais cirdrgicos (a seco, na estufa a 50 °C); de cultura
(autoclavagem); do ambiente (por radiacdo UV), além do uso dos equipamentos de
protecdo individuais (toca, luvas de procedimentos cirurgicos e mascara, ambos
descartaveis; jaleco) reduzindo ao maximo o risco de contaminacdo da cultura primaria

e de linhagem.
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3.7.1 Cultura celular de linhagem neuronal Neuro-2A

A linhagem celular Neuro-2A (ATCC: CCL131) foi adquirida do Banco de
Células do COPPE, localizado na Universidade Federal do Rio de Janeiro e cedida
gentilmente pela Prof? Dr* Miriam Chaves (Departamento de Bioquimica e Imunologia,
ICB/JUFMG). O clone das células Neuro-2A foi estabelecido a partir de um
neuroblastoma espontdneo em camundongo albino, originado de células da medula
espinhal. E uma linhagem amplamente usada em modelos neuronais in vitro que exibe
fenotipos morfoldgico e quimico de neurdnios (TAMIJI e CRAWFORD, 2010;
BASTA-KAIM, et al., 2006; CALDERON et al., 1999).

As células foram inoculadas em garrafas de cultivo celular (TPP) estéreis, com
superficie de 75 cm?, contendo meio de cultura RPMI (Sigma), suplementado com 10%
(v/v) de soro fetal bovino, L-glutamina (2 mM) e 1 % de solucdo de antibioticos
penicilina (10.000 U/ml) e estreptomicina (10.000 pg/ml) (Invitrogen). As garrafas
foram incubadas em estufa de cultivo celular a uma temperatura de 37 °C, com uma
atmosfera umidificada a 100% e areada com 95% O, e 5% CO., até atingirem uma
confluéncia celular de aproximadamente 80%, com as celulas aderidas, por anélise em
microscopia optica (Nikon).

Para os ensaios de citotoxicidade, as células foram desprendidas da garrafa
utilizando uma solucdo de tripsina-EDTA 0,05% (Life Technologies) em tampéo PBS
10 mM, e levadas ao microscopio 6ptico para a contagem celular em camara de
Neubauer por ensaio de viabilidade por azul de Tripan (0,4 %) (Sigma), sendo 10 ul do
corante para 10 pl da suspensdo celular. Em seguida, foram semeadas em placas de 96
pocos com uma densidade de 5x10° células/poco, e novamente incubadas por 24 h em
estufa umidificada com 5% de CO: a, 37 °C (Figura 17). Entre o periodo de 24 e 48 h
apos terem sido semeadas, as células foram submetidas aos tratamentos com a peconha
bruta ou as fracdes semipurificadas para os ensaios de toxicidade celular pela reducao
do MTT.



A linhagem celular criopreservada Neuro-
2A foi  descongelada e cultivada em
garrafas

Células Neuro-2A cresceram em meio RPMI
suplementado com 10% FBS, 2 mM L-glutamina e 1%
antibiotico penicilina/estreptomicina e incubadas a 37°
C, em uma atmosfera com 95% O2 e 5% CO2.

Plagueadas numa  densidade
3 o
celular de 5x10 células/poco em Contagem e viabilidade celular por ] .
placas de 96 pocos. E os ensaios azul de tripan 0,4 % em camara de AsS ce~lulas foram desprendl_das com
realizados com até 48 h. neubauer. tampao PBS 10 mM e tripsina .

Figura 17: Esquema do cultivo celular de células de linhagem Neuro-2A (ATCC: CCL131).
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3.7.2 Cultura primaria de neur6nios piramidais de hipocampo de ratos neonatos

A cultura primaria de neurdnios piramidais de hipocampo de ratos neonatos foi
utilizada para a investigacdo da citotoxicidade basal induzida pela pegonha bruta
utilizando os ensaios de colorimétricos de MTT e CVN.

Para essa cultura, ratos neonatos machos e fémeas (Po-Ps, 8 animais por cultura)
foram eutanaziados e tiveram os cérebros cirurgicamente removidos e preservados em
gelo. Os hipocampos foram isolados com o auxilio de um estereoscépio binocular
(Nikon) e inseridos em uma placa de cultura de células (35 x 10 mm) (Corning Life
Science) contendo meio neurobasal para cultura de células de neonatos (Invitrogen) a 1
% de antibidticos penicilina (10.000 U/ml) e estreptomicina (10.000 pg/ml) (Gibco-
Invitrogen), mantidos a 8°C. Os hipocampos foram lavados em ambiente estéril (fluxo
laminar) com 1,5 ml de solu¢do fisioloégica Hank’s Balance Solution (HBSS) (Gibco-
Invitrogen), constituido de (mM): KCI (5,36), KH2PO4 (0,44), NaHCOs (4,16), NaCl
(136,9), Na2HPO4 (0,336), CsH1206 (5,55). A solucéo foi parcialmente retirada restando
300 pl para hidratacao do tecido.

Em seguida, os hipocampos sofreram trituracdo mecanica em ambiente estéril,
no fluxo laminar. Esses foram adicionados a 2,5 ml de HBSS contendo vermelho de
fenol (Sigma) a 0,25 % v/v e tripsina de pancreas suino 13.000-20.000 U/mg (Sigma),
sendo enzimaticamente dissociados durante 10 min, a 37 °C. Ap0s este periodo, 0
homogenato foi retirado com o auxilio de uma pipeta Pasteur. Ao homogenato foram
adicionados 2 ml de uma solugdo contendo 86% v/v de HBSS com vermelho de fenol
(Sigma) a 0,25 % v/v, 5% v/v de uma solucdo contendo a enzima DNAse I, tipo Il 40
Kb (Sigma) na concentracdo de 5.000 U/mL em HBSS e 10 % v/v de soro fetal bovino
(Invitrogen) em um volume final de 4666 ml. Essa mistura foi centrifugada a 300 g, por
2 min, a 20 °C (centrifuga Hettick). Em seguida, o sedimento foi removido e adicionado
a 2 ml de uma solucéo de HBSS com vermelho de fenol (Sigma) a 0,25 % v/v, sendo 0
pH previamente equilibrado com uma mistura carbogénica (95 % O2 e 5 % CO») para
uma faixa de pH=7,3-7,4.

O novo homogenato sofreu dissociacdo mecénica com pipetas Pasteur de vidro
partindo do maior didmetro para o menor, repetindo o procedimento 20 vezes por
diametro. Em seguida, esse foi centrifugado a 300 g, por 5 min. O precipitado foi
ressuspendido em 1 mL de meio de cultura Neurobasal para neonatos (Invitrogen),

suplementado com 10 mM de acido glutdmico (Sigma), 100 mM de glutamina
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(Invitrogen), 1% de solucéo de antibioticos penicilina (10.000 und/ml) e estreptomicina
(10.000 pg/ml) (Invitrogen), e 10% de suplemento B27 (Invitrogen®). A suspensao
celular foi aplicada em peneira celular 70 pm (BD Biosciences). As células foram
contadas em hemocitdmetro do tipo camara de Neubauer (Marienfeld), sendo 10 pL da
suspensdo celular e 10 pL do corante azul de Tripan 0,4 % m/v (Sigma) analisada em
microscopio optico com aumento de 40 vezes.

As placas de cultura de células de 96 pocos foram previamente preparadas com
laminulas tratadas com 50 pg/ml de poli-D-lisina (Sigma), armazenadas por 4 horas em
ambiente estéril. As celulas foram entdo inoculadas nessas placas, na densidade de
2x10* células em aproximadamente 10 pl. Estas placas, contendo as células, foram
incubadas em estufa com atmosfera umidificada a 100% e areada a 95% O e 5% CO-, a
temperatura de 37 °C, por 60 min. para a adesao celular. Nas placas foram ajustados 0s
volumes de 200 pl/pogo com meio Neurobasal suplementado, e essas novamente
incubadas em estufa a 37 °C nas mesmas condicGes anteriores. O meio foi parcialmente
substituido (40 %) ap6s 48 h de incubacédo e os neurdnios analisados morfologicamente
para visualizacdo dos prolongamentos dendriticos, em microscopio Optico invertido
(Life technology), com aumento das objetivas de 40 vezes, sendo entdo utilizados do 7°
ao 10° dia de cultura (figura 18) (Adaptado de: GROMOVA, CHUBAKOV,
CHUMASOQV, & KONOVALOV, 1983; BANKER e COWAN, 1977).
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Os cérebros foram removidos Com auxilio de um estereoscopio binocular ,

Ratos Wistar neonatos (PO- A el .
cirurgicamente. o0s hemisférios cerebrais separados.

P5),de Q.

Posteriormente , as células foram
ressuspendidas em meio Neurobasal,
suplementatado com  suplemento
B27, 1% antibidtico
penicilina/estreptomicina , 100 mM
L-glutamina 10 mM glutamato. E
submetidas & contagem em camara de 4
Neubauer utilizando o corante azul de - &

Os neurdnios foram plaqueados em laminulas de . e 2R
vidro previamente tratadas com poli-D-lisina, e Os hipocampos foram
plaqueadas numa densidade celular de 2x10° dissecados e cuidadosamente
células/pogo em placas de 96 pogos. Mantidas a Em seguida, foi feita uma rem0\~/|do_s_ ¢ 1mersos —em
37° C em uma atmosfera enriquecida de com dissociagdo enzimatica com solucao fisiologica HBSS

5% CO2 e 95% de O2, por 7 dias até fos tripsina e DNAse, seguida de

uma dissociacdo mecénica em
solucdo HBSS

Figura 18: Esquema do cultivo celular de neur6nios piramidais de ratos neonatos.
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3.8 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE BASAL

Os ensaios de citotoxicidade basal foram realizados por dois métodos
colorimétricos: o ensaio de MTT (brometo de tetrazolio) que avalia a integridade
mitocondrial e a do corante vermelho neutro (CVN), que avalia a integridade
lisossomal. E um terceiro método, por microscopia de fluorescéncia utilizando os
fluoréforos calceina-AM e etidio, que avaliam a viabilidade e morte celulares,

respectivamente.

3.8.1 Ensaio de reducdo do MTT

O ensaio de citotoxicidade in vitro por MTT é um teste padrdo-ouro utilizado
pelo FDA (U.S. Food and Drug Administration) baseado em normas sugeridas pela
International Organization for Standardization, 1ISO 10993-5: 2009, para avaliacdo
bioldgica de dispositivos médicos (FDA 2012).

No ensaio de MTT, as desidrogenases mitocondriais convertem o 3-(4,5-
dimetiltiazol-2il)-2,5-difeniltetrazol brometo (MTT), um sal solUvel de coloracédo
amarela, em um produto de coloracdo roxa, o formazam (composto insolivel)
(MOSMANN 1983). A concentragdo do produto final, o formazam, é um indice de
viabilidade celular, tendo em vista que corresponde a dosagem indireta do que foi
metabolizado pelas enzimas mitocondriais.

Para esse ensaio, as células de linhagem Neuro-2A semeadas em placas de 96
pocos, com uma densidade de 5x10% células/pogo, previamente mantidas em estufa de
cultivo celular, a 37 °C, umidificada com 5% de CO., por um periodo entre 24 h e 48 h
foram desafiadas com diferentes concentragdes da pegonha bruta (5x107°; 5x10™*; 5x10-
3 5x102; 5x10%; 2,5; 5; 25; 50; 125; 500 e 1.000 pg/ml) e de algumas das fracoes
semipurificadas (5 pg/ml) pela primeira estratégia cromatografica Os neurdnios
hipocampais em cultura maduros (7°-10° dia de cultura) semeados em placas de 96
pocgos, com uma densidade de 2x10* células/pogo e mantidos em estufa de cultivo
celular nas mesmas condicdes anteriores,foram desafiados com diferentes concentragdes
da pegonha bruta (5x107°; 5x10*; 5x103; 5x1072; 5x10%; 2,5 5 pg/ml). Como controle
positivo (100 % de morte celular) foi utilizado o0 KCI 3 M e controle negativo as células
em meio de cultura sem tratamento. O tempo de incubacdo com as fragdes e a pegonha

foi de 24 horas em estufa de cultivo celular umidificada com 5% de CO- a, 37 °C.
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Ap0s a incubacdo, o sobrenadante foi removido e os pocos foram lavados com
tampdo PBS 50 mM, em seguida as células foram tratadas com o reagente MTT
(Sigma) a 5 mg/ml, ajustando-se a um volume final de 200 pl/po¢o com o0 mesmo
tampdo e incubadas por 04 horas. Posteriormente, o sobrenadante foi removido e
adicionado 100 pl do detergente DMSO (Sigma) para a solubilizacdo dos cristais de
formazan.

Em seguida, a placa foi submetida a leitura em aparelho espectrofotdmetro de
placas, tipo leitor de ELISA, na absorbancia de (YY) 570 nm. A porcentagem de morte
celular foi calculada como: % de morte celular= (“Y” experimental poco/“Y” do
controle positivo) x 100 - 100. Os valores brutos de cada pogco foram subtraidos dos
valores obtidos na leitura basal do branco (DMSO) (figura 19).

3.8.2 Ensaio de captacdo do Vermelho Neutro (CVN)

O sistema lisossomal tem sido identificado como um alvo farmacoldgico de
substancias que apresentam toxicidade celular (SVENDSEN, et al., 2004).

O ensaio de CVN, baseia-se no uso do vermelho neutro, um corante catiénico
fraco, que se liga por ligaces hidrofobicas e/ou grupos fosfato na matriz lisossémica
das células viaveis (THORNTON, et al., 1995). A exposicdo a um agente téxico que
altere a membrana lisossomal promove o escoamento desse corante (RENZI,
VALTONILA e FOSTER 1993). A quantidade de vermelho neutro retida no lisossomo
é determinada espectrofotometricamente. Logo, o aumento da coloracdo indica a lise da
membrana lisossdmica.

Para esse ensaio, 0s neurénios hipocampais em cultura maduros (7°-10° dia de
cultura) semeados em placas de 96 pogos com uma densidade de 2x10* células/pogo
previamente mantidos em estufa de cultivo celular, a 37 °C, umidificada com 5% de
CO,, foram desafiados, por 24 horas, com diferentes concentracdes da peconha bruta
(5x10°%; 5x10*: 5x10°%; 5x107?; 5x107%; 2,5 5 pg/ml). Como controle positivo (100 % de
morte celular) foi utilizado o KCI 3 M e controle negativo as células em meio de cultura
sem tratamento. O tempo de incubagdo com as fracOes e a peconha foi de 24 horas em
estufa de cultivo celular umidificada com 5% de CO: a, 37 °C.

Ap0s o periodo de incubacdo, o sobrenadante foi removido e 0s pogos foram
lavados com tampdo PBS 50 mM, em seguida as células foram tratadas com o corante

vermelho neutro (Sigma) a 0,4% m/v, ajustando-se a um volume final de 200 ul/pogo
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com 0 mesmo tampéo e incubadas por 01 hora. Posteriormente, o sobrenadante foi
removido e adicionado 200 pl de solucdo de formaldeido (0,5%, v/v) em CaCl> (1%
m/v). Apds cinco minutos, retirou-se o sobrenadante e adicionou-se 100 pL de solugdo
de élcool acido (BABICH e BORENFREUND, 1991).

A placa foi lida conforme descrito no item acima e os valores brutos de cada
pocgo foram subtraidos dos obtidos na leitura basal do branco (solucdo de alcool &cido)
(figura 19).
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Células Neuro-2A (até 48 h) e neurdnio B
hipocampais (7° ao 10° dia)

O grupo tratado com KCI (3 M) foi definido como
100 % de morte celular. A viabilidade celular foi
quantificada utilizando o MTT ou VN. A solugdo de
MTT (5 mg/mL) foi adicionada e ap6s 4h de
incubacéo, o reagente DMSO foi adicionado em cada
pogo. J4 o VN (0,4 %) foi adicionado, e ap6s 1 h de
incubacdo uma solucdo de formaldeido (0,5%, v/v)
em CaCl, (1%). Em seguida, apés 5 min, foi
adicionada uma solugdo de &lcool &cido.

As células foram expostas aos tratamentos
com a peconha bruta ou fragdes isoladas de
Micrurus. I. Lemniscatus (1,3 ou 24 h apds
o0 tratamento)

Em seguida, a placa era lida a um valor de
absorbancia de (Y) 570 nm para o MTT e 540 nm
para 0 VN, usando um aparelho espectrofotdmetro
e a porcentagem de morte celular foi calculada
como: morte celular(%)= (“Y” experimental
pogo/“Y” do controle positivo) x 100 - 100. Os
valores brutos de cada pogo foram descontados da

Figura 19: Esquema dos ensaios de citotoxicidade por MTT ou VN em neurdénios hipocampais e linhagem Neuro-2A.
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3.8.3 Ensaio de microscopia de fluorescéncia para determinacao da viabilidade
celular

O ensaio de toxicidade celular por microscopia de fluorescéncia foi realizado
utilizando-se o kit para células de mamiferos LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity
(Life Technologies - Molecular Probe), que continha os fluoréforos calceina-AM e
homodimero-1 de Etidio. A viabilidade celular foi analisada através da emissdo de
fluorescéncia verde e vermelha, baseada no reconhecimento simultdneo da atividade
intracelular das enzimas esterases, pela calceina-AM e pela integridade da membrana
plasmaética, pelo homodimero-1 de Etidio.

Os neurénios hipocampais (7 -10 dias de cultura) foram tratados com diferentes
concentragbes da peconha bruta da Micrurus I. lemniscatus (5x107°; 5x10™*; 5x107;
5x107%; 5x10%; 2,5 5 pg/ml) por 24 horas. Como controle de morte foi utilizado o KCI 3
M.

Apds os tempos de incubacdo, o sobrenadante foi removido e os neurdnios
marcados com calceina-AM (1,66x107 uL, v/v) e pelo homodimero-1 de Etidio (1x10?
pL, v/v) em tampéo PBS 50 mM (contendo: 50 mM de NaH2PO4¢ H20 (solugéo A) e 50
mM de Na;HPO4 (solucdo B). A solucdo B teve o seu pH acertado para 7,4 com a
solucdo A). A mistura foi incubada por 20 minutos em estufa celular a 37 ° C contendo
5% de CO2. Em seguida, o sobrenadante foi removido e foram feitas 3 lavagens
sucessivas com tampao PBS 50 mM. As imagens foram adquiridas utilizando o
Microscopio de Fluorescéncia (EVOSR FLoidR Cell Imaging Station/Invitrogen), com
as objetivas de 40 vezes de aumento. Os filtros de emissdo (EM) e excitacdo (EX)
utilizados para a fluorescéncia da calceina-AM e homodimero-1 de Etidio foram
EM/EX 517/494 ou 528/617 nm, respectivamente. Como controle negativo utilizou-se

neurdnios ndo marcados (Figura 20).



Neurdnios hipocampais (7 a 10-dias de
cultura) (n=3, em duplicata).
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As células foram expostas aos
tratamentos com diferentes
concentragdes (5x10°%; 5x10+4; 5x107%;
5x10% 5x10% 25 5 pg/ml) da
peconha de Micrurus I. lemniscatus.

A sobrevivéncia celular foi observada pela fluorescéncia verde e as células
inviaveis foram observadas por fluorescéncia vermelha. Fluorescéncia verde
excitacdo/emissdo da calceina-AM= 494/517 nm e a fluorescéncia vermelha
por Ethidio homodimero-1=528/617 nm.

O grupo tratado com 3 M KCI foi
definido como 100 % morte celular. A
fluorescéncia foi analisada utilizando o
kit LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity
Kit for mammalian cells* , incubado por
20 min.

Figura 20: Esquema dos ensaios de citotoxicidade por microscopia de fluorescéncia em neurdnios hipocampais.
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39LIBERACAO DE L-GLUTAMATO EM SINAPTOSOMAS CEREBRO-
CORTICAIS DE RATOS

3.9.1 Obtencéo dos sinaptosomas

Ratos adultos (200-300 g) foram eutanaziados, 0s cérebros rapidamente
removidos, imersos em solucdo de homogeneizacdo (sacarose 0,32 M, EDTA 1 mM e
Dithiotreitol 0,25 mM, pH=7,4 com NaOH 0,1 M) e mantidos no gelo, em seguida
foram utilizados no preparo dos sinaptosomas, como previamente descrito por Dunkley
e col. (1988). Cada hemisfério cerebral foi separado sobre papel filtro, umedecido com
solucdo de homogeneizacdo e mantidos sobre gelo. Os hemisférios foram dissecados até
a completa retirada da substancia branca, hipocampo e cerebelo, mantendo-se apenas o
cortex. Os cortex foram colocados em um tubo (Thomas Company- B19982) contendo
5 ml de solugdo de homogeneizagdo. Eles foram entdo homogeneizados a 4°C em
movimentos continuos de subida e descida por quatro vezes (homogeneizador Potter-
Elvehjem), com intervalos de 2 min. entre cada movimento, preservando a
funcionalidade do tecido.

A suspensdo de extrato do cortex cerebral foi centrifugada (Centrifuga Hitachi -
Himac CR21GlI, Rotor R20A2) a 4°C, 3000 g (1.080 x g), por 10 min. Posteriormente,
o0 sobrenadante foi coletado e colocado em dois tubos contendo gradientes descontinuos
de Percoll (Sigma-EUA) na ordem decrescente de 23%, 15%, 10% e 3% (v/v). Os tubos
com o sinaptosoma e os gradientes de percol foram centrifugados (Hitachi - Himac
CR21Gll, Rotor R20A2) a 4°C, 3.900 g durante 15 min. Posteriormente, retiraram-se
cuidadosamente, as fracbes 3 e 4, que continham sinaptosomas e membranas e apenas
sinaptosoma, respectivamente; colocando-as em tubos de centrifuga (SORVALL Tube,
PP- F, 50 ml), sendo ent&o lavadas com um volume final de 45 ml de solugdo de Krebs-
Ringer- Hepes (KRH: NaCl 0,124 M, KCI 4 mM, MgSO4 1,2 mM, Hepes 25 mM,
Glicose 10 mM pH 7,4 com NaOH 5 M) ausente de CaCl..

Os sinaptosomas foram coletados (sedimento branco), ressuspendidos em 1.200
pl de KRH com CaCl, (2 mM), em pH 7,4 homogeneizados e centrifugados (Hettich
MIKRO 200 R) durante 30 seg. a 9.500 g, a 4°C. As solugbes contendo 0s
sinaptosomas tiveram a sua quantidade de proteinas determinada pelo método descrito

abaixo. O intervalo entre o término do procedimento e o uso foi de 30 min, e os
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sinaptosomas mantidos em uma temperatura de 8° C, tempo necessario para as
membranas se recomporem. Os sinaptosomas foram distribuidos em placas de 96 pogos
correspondendo a 10% do volume final de 200 pl/poco. Nos experimentos utilizando-se
bloqueadores farmacologicos do tipo antagonistas, essas drogas foram pré-incubadas a

37 °C com os sinaptosomas 30 min, antes do inicio dos experimentos.

3.9.2 Determinacgéo da concentracdo das proteinas sinaptosomais

A concentracdo de proteinas sinaptosomais foi determinada pelo método
colorimétrico de Bradford (1976), em placas de 96 pocos. Foram utilizados 190 pL do
reagente de Bradford (Sigma), adicionados a 10 pL da amostra contendo as proteinas
sinaptosomais, pré-incubados por 10 minutos. Uma curva de calibracéo foi realizada
utilizando-se albumina sérica bovina (BSA) como padrdo. A leitura da absorbéancia foi
realizada no comprimento de onda de 595 nm, em aparelho multifuncional

espectrofotométrico Varioskan.

3.9.3 Avaliacéo da integridade sinaptosomal por dosagem da atividade da enzima
lactato desidrogenase (LDH)

A dosagem da atividade da enzima citosolica, lactato desidrogenase foi feita
segundo Kubowitz e Ott (1943). Essa enzima € considerada um marcador
citoplasmatico, visto que é encontrada no meio extracelular apenas ap6s a lise da
membrana plasmatica. A enzima lactato desidrogenase (LDH) catalisa a reducdo do
piruvato a lactato a partir da oxidacdo do NADH a NAD" (figura 21) (MOURA et al.
2008).

LLDH
ﬁ 4
Piruvato + NADH € Lactato + NAD

Figura 21: Representacdo da reacdo catalisada pela enzima citoplasmatica Lactato desidrogenase
(LDH). A LDH catalisa a reducéo de piruvato a lactato, fazendo uso da nicotinamida adenina
dinucleotideo (NADH) como agente redutor. O NADH ao ser oxidado a NAD+ promove uma
redugdo da fluorescéncia do meio, que ¢ monitorada por uma absorbancia de 365 nm.

A reacdo da enzima LDH (Sigma) foi monitorada por absorbancia a um
comprimento de onda de 365 nm em espectrofluorimetro (Fluorimetro Synergy 2 Multi-
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Mode Microplate Reader, Biotek), controlado pelo software BioTek's Gen5™ Reader
Control e data Analysis Software. Considerando-se que o NADH adicionado ao meio
pode ser convertido a NAD" e a medida em que esse se forma ocorre uma diminui¢do da
absorbancia. Como controle positivo usou-se 1% de Triton X 100, g.s.p 200 pl, que é
um agente que desfaz a integridade da membrana plasmaética, causando o rompimento
celular e liberacdo de todo o contetdo citoplasmaético.

Para o ensaio da LDH, 130 pl de solugcdo de PBS 50 mM, em pH 7,4, pré
incubado com 6,3 mM de Piruvato (Sigma) foram adicionados na placa de 96 pocos e
essa levada ao aparelho fluorimetro, incubando a 37°C por 1 min. até a estabilizacao.
Adicionou-se 10 pl de NADH (0,063 mM), 20 pl da solugéo contendo os sinaptosomas
e 50 pl de diferentes concentracbes da peconha bruta da serpente Micrurus I.
lemniscatus (5x10#; 5x107%; 5x107?; 5x10%; 2,5 5; 50; 500 pg/ml), a fracdo 22 (5x107; 5
pg/ml) e a toxina MI7294 NTX (1 uM). As leituras foram realizadas a 365 nm em

intervalos de 1 min durante 60 minutos.
3.9.4 Liberagdo de L-glutamato

O ensaio de liberacdo de L-Glu foi realizado de acordo com Nicholls, Sihra e
Sanchez-Pietro (1987) adaptado por Torres, (2011), Nunes (2012) e Lomeu, (2014).
Esse método baseia-se na conversdo do L-glutamato a a-cetoglutarato pela enzima
Glutamato desidrogenase (GDH). Nessa reacdo de oxido-redugdo, a [-nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato (NADP™) é reduzido a NADPH, com a molécula de agua
como doadora de oxigénio (figura 22). Este composto, quando excitado a 340/11 nm,
emite uma fluorescéncia que é quantificada e detectada no comprimento de onda 440
nm (SUGIMURA, et al. 2001).

GDH

—>
L-glutamato + NADP + H O € a-cetoglutarato + NADPH + NH,

Figura 22: Representacdo da reacdo catalisada pela enzima Glutamato desidrogenase (GDH). A
GDH catalisa a oxida¢ado de L-glutamato a a-cetoglutarato, fazendo uso da NADP* e da molécula de
agua formando o produto o NADPH, que produz uma fluorescéncia nos comprimentos de onda de
Ex/Em: 340/440 nm.

Para o procedimento experimental, 20 pl da suspensdo sinaptosomal,

recentemente preparada, foi adicionada a placa contendo NADP (1 mM); solugédo
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fisiologica KRH com CaClz (2 mM). Apos adicionou-se diferentes concentragdo de
peconha, fracdo ou toxinas e/ou bloqueadores farmacoldgicos, ajustando-se para um
volume final de 200 pl.

No espectrofluorimetro, a placa foi incubada a uma temperatura de 37°C, por 60
segundos para estabilizacdo. Em seguida, adicionou-se 4,5 U/ml da enzima GDH, com
incubacéo e leituras por mais 10 min., e posteriormente, a peconha bruta, fracéo, toxina
ou KCI foram adicionados e a liberagdo de L-Glu monitorada por 60 minutos, com
leituras das absorbancias realizadas em intervalos de 14 segundos. Usou-se como
detector o aparelho espectrofluorimétrico (Synergy 2 Multi-Mode Microplate Reader-
Biotek- EUA), controlado pelo Software BioTek Gen5™ Reader Control & Data
Analysis Software (Biotek- EUA). Os resultados foram normalizados e considerou-se
como controle negativo a liberacdo espontanea basal de L-Glu. Como controle positivo
usou-se uma solucdo de KCI (33 mM), agente despolarizador da membrana celular, que

desencadeia a liberagdo maxima desse neurotransmissor.

3.9.5 Curva de concentracéo de L-glutamato

Foram construidas curvas-padrdo utilizando-se diferentes concentraces de L-
Glu (Sigma): 750, 1500, 2250 e 3000 pmol. Uma mistura contendo solugdo de KRH,
NADP* (1 mM) e enzima GDH (4,5 U/poco) foi adicionada a placa e estabilizada por 1
min no fluorimetro. As diferentes concentracfes de acido glutdmico (Sigma) foram

acrescentadas em triplicata, e a leitura registrada durante 10 min.

3.10 ANALISES ESTATISTICAS

Os experimentos foram realizados em dias independentes, em triplicatas. Os
resultados foram obtidos por analise de variancia utilizando-se o0 programa estatistico
GraphPad Prism 5.0. Os resultados de determinacdo da liberacdo do conteudo de L-
glutamato foram analisados por ANOVA One-Way e ANOVA Two-way, analise por
simples e dupla variancia, seguida de pods-testes de Tukey e Bonferroni,
respectivamente. Consideraram-se como diferencas estatiticas entre os grupos valores
de p<0,05.
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3.11. DROGAS ANTAGONISTAS E AGONISTAS FARMACOLOGICOS

Foram utilizados diferentes antagonistas e um agonista farmacoldgico, na
tentativa de investigar-se a(s) via(s) de acdo(des) da PB e uma das suas fracoes isoladas,
aF22.

Para os ensaios de citotoxicidade basal foram utilizadas as seguintes drogas:

e Agonistas e antagonistas colinérgicos (AChR): Carbacol (Sigma), 10 puM
(agonista colinérgico); Atropina (Sigma) 2 M (antagonista colinérgico
muscarinico); D-tubocurarina (Sigma), 146 uM (antagonista colinérgico
nicotinico);  Piridostigmina  (Sigma), 10 pM (Inibidor da enzima
acetilcolinesterase — AChE).

e Bloqueador do canal para sédio dependente de voltagem: Tetrodotoxina
(Tocris), 200 nM;

e Antagonistas glutamatérgicos dos receptores ionotrépicos: CNQX (Sigma), 10
UM (antagonista dos receptores AMPA/Kainato); MK801 (Sigma), 10 puM
(antagonista do receptor NMDA).

e Agente despolarizante: Cloreto de potassio (Sigma) (KCI), 3 M.

Para os ensaios de liberagdo de L-Glu em sinaptosomas cérebro-corticais, as

drogas utilizadas foram:

e Bloqueadores de canais para Calcio dependentes de voltagem: Nifedipina
(Sigma), 5 uM (bloqueador de canais do tipo L); w-conotoxina-GVIA (Sigma),
10 uM (bloqueador de canais do tipo N); w-agatoxina-IVA (Latoxan), 30 nM (
bloqueador dos canais do tipo P).

e Quelantes de calcio: EGTA (Sigma), 10 uM (quelante de célcio extracelular);
BAPTA-AM (Sigma), 10 mM. (quelante de célcio intracelular).

e Antagonistas glutamatérgicos dos receptores ionotropicos: CNQX (Sigma), 10
MM (antagonista dos receptores AMPA/Kainato); MK801 (Sigma), 10 uM
(antagonista do receptor NMDA).

e Agente despolarizante: Cloreto de potassio (Sigma) (KCI), 33 mM.
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4. RESULTADOS

4.1. FRACIONAMENTO DA PECONHA BRUTA DA SERPENTE Micrurus. |.
lemniscatus E CARACTERIZACAO PARCIAL DE ALGUMAS DE SUAS
TOXINAS.

4.1.1 Cromatografia de fase reversa- Estratégia 1.

Cerca de 10 mg da peconha bruta da serpente Micrurus |. lemniscatus foram
diluidos em solucdo aquosa de TFA 0,1% v/v (eluente A) e esta foi aplicada a
cromatografia de fase reversa (coluna semi-preparativa Discovery Supelco C18, 25 cm)
previamente equilibrada com o eluente A (figura 23). Os componentes peptidicos e
proteicos presentes na pegonha foram eluidos em gradiente linear (0-80%) de uma
solucéo de acetonitrila e TFA 0,1% v/v (eluente B). O perfil foi monitorado por leituras
de absorbéncias a 214 e 280 nm.

Observa-se no perfil apresentado na figura 23 que a peconha foi resolvida em 42
fracdes (denominadas de F1 a F42), que foram eluidas entre 17 % (F1) a 53% de ACN
(F42). Todas as fracGes foram submetidas a analise por espectrometria de massas
MALDI TOF.

Dentre as fracGes obtidas, pdde-se destacar a Fracdo 22 (F22) que continha
exclusivamente polipeptideos de baixa massa molecular (7-8 kDa) que foi o principal

objeto de estudo desse trabalho.
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Figura 23: Cromatografia de fase reversa da pegonha bruta da serpente Micrurus I. lemniscatus. A peconha bruta (10 mg) foi ressuspendida em solugdo aquosa de
TFA 0,1% v/v (eluente A) e aplicada em coluna semi-preparativa Discovery Supelco C18, 25 cm, previamente equilibrada com o eluente A. Fluxo de 4ml/min e
fracdes de 1 ml. A eluigdo foi obtida através de gradiente linear (0-80%) de eluente B (ACN/TFA 0,1%). A eluicao foi monitorada por leituras a 214 e 280 nm. Em
destaque, a seta vermelha aponta a fracéo 22.
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4.1.2. Espectrometria de massas das fracdes obtidas na cromatografia de
fase reversa

As 42 fracOes obtidas na cromatografia de fase reversa foram analisadas por
espectrometria de massas MALDI-TOF. A tabela 5 apresenta todos os volumes,
porcentagem de acetonitrila na qual as fracdes sdo eluidas, concentracdo proteica,
rendimento e massas moleculares de cada fracdo. Em complemento, a figura 24 mostra
o perfil de distribuicdo de massas moleculares das proteinas e peptideos presentes nas
fracbes em relagdo ao percentual de acetonitrila em que s&o eluidas. Pode-se observar
que as maiores concentracdes de toxinas estdo em duas faixas: de 25 a 30 % e de 35 a
40% de solvente organico. As maiores frequéncias das moléculas, incluem as faixas
entre 6 a 8 kD e 13-14 kDa. A figura 25 apresenta a frequéncia das faixas de massas
moleculares, nela evidencia-se que as massas moleculares obtidas variaram de 1 a 16
kDa, sendo as de maior frequéncia na faixa de 6 a 7 kDa com 46,6 %, seguidas das de 7-
8 kDa, com 28 %, ambas correspondendo a classe das toxinas conhecidas como trés-
digitos. As PLA; foram a segunda classe protéica com maior frequéncia, sendo as com
faixa de massas entre 13-14 kDa predominantes, com 6,7%.
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Tabela 5: Porcentagem de eluicdo, concentracgdo proteica, rendimento e massas moleculares das fragGes provenientes da cromatografia em fase reversa da peconha
da serpente Micrurus I. lemniscatus.

Fracdo Vol.coletado 9% ACN Concentracdo protéica (ug/ml)  Rendimento  Massas moleculares (Da)
(mL) %
1 15 8,2 120 1,2 Néo determinada.
2 1 16,2 116 1,2 N4&o determinada.
3 1 17,6 105 11 N4&o determinada.
4 1,5 19,1 46,5 0,5 6.655,4/ 6.667,8
5 2,5 19,7 484 4.8 6.727,3/ 13.430,2
6 2,3 20,2 210,8 2,1 6.728,8/ 13.439,9/ 6.741,0/ 13.424,5
7 2,3 22,1 4475 4,5 7.120,2/ 6.305,4/ 6.724,9/ 7.118,3
8 1,5 22,9 151,5 1,5 6.225,6/ 6.930,3/ 7.110,5
9 1 23,2 331 3.3 6.229,4/ 6.942,9/ 7.520,9
10 1 23,4 335 34 6.245,9/ 6.884,3/ 7.461,6/7.518,9
11 1,5 23,8 472,5 4,7 6.246,4/ 7.153,3/ 7.515,4/ 6.850,6/ 7.192,6
12 2,3 24,6 437,3 4,4 6.250,9/ 6.857,6/ 7.191,9/7.276,8
13 0,8 25,5 105,8 1,1 6.247,9/ 7.105,2
14 0,8 25,9 85,5 0,9 6.142,6/ 6.242,2/ 6.840,5/ 7.109,1
15 0,8 26,2 102 1 6.148,1/ 6.249,5/ 6.435,9/ 6.608,3/ 6.839,9/ 7.103,8
16 0,8 275 9 0,1 6.242,8/ 6.835,1/ 7.095,9
17 1,8 27,9 12,3 0,1 6.108,4/ 6.184,1/ 6.249,1/ 7.521,6/ 8.159,1
18 15 28,5 67,5 0,8 6.249,1/ 6.504,2/ 6.672,3
19 0,8 28,8 26,3 0,3 6.421,3/6.503,1/ 7.112,2




20 0,8 29,1 17,3 0,2 6.127,9/6.421,3/ 6.507,1/ 7.443,4

21 4,5 29,6 1429,5 14,3 6.107,2/ 7.421,9/ 6.758,1/ 6.471,61/ 7.236,5/ 7.428,5
22 3 31,3 366 3,7 7.199,1/ 7.256,2/ 7.294,7

23 15 325 157,5 1,6 6.671,3/7.373,8

24 0,8 32,8 73,5 0,7 6.109,4/ 6.485,7/ 6.672,8/ 7.373,1/ 13.162,9

25 2 33,6 526 53 5.445,6/ 7.208,4

26 1,5 33,9 346,5 3,5 5.445,3/ 6.537,2/ 7.277,8/ 13.062,5

27 0,8 34,2 98,3 1 5.435,7/ 6.108,5/ 6.535,2/ 7.215,1/ 7.485,4/ 13.041,3
28 0,8 34,6 168,8 1,7 6.613,8/ 6.897,8/ 13.210,2

29 1,5 35,1 1175,3 11,8 6.634,1/ 6.881,3/ 7.519,6/ 11.320,1/ 13.212,5

30 0,8 36,3 83,3 0.8 6.364,8/ 6.792,3/ 12.719,7/ 13.558,1

31 0,5 36,5 128 1,9 6.366,5/ 6.769,7/12.713,2/ 13.215,8/ 13.562,8

32 1,3 37,5 152,5 15 4.456,7/6.675,5/ 7.381,3/ 13.345,1

33 0,5 38,4 10,5 0,1 5.311,5/ 6.066,3/ 6.504,3

34 0,8 38,7 75,8 0,8 4.597,1/5.280,3/ 6.427,4/6.895,8/ 13.772,1

35 1,5 39,9 196,5 2 5.280,9/ 6.427,2/ 6.895,8/ 13.772,6/ 6.899,9/ 13.765,8
36 0,8 41 63,8 0,6 6.413,7/ 6.414,6

37 15 449 46,5 0,5 6.490,7/ 7.913,5/ 9.528,7/ 11.897,7/15.829,1

38 0,8 47,2 0 0 Nao determinada

39 15 49,8 0 0 Né&o determinada

40 2,3 50,5 251,1 2,5 6.396,6
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Figura 24: Distribuicdo de massas moleculares em relacdo a porcentagem de ACN dos peptideos e
proteinas presentes na peconha bruta de Micrurus |. lemniscatus obtidos ap6s o primeiro passo
cromatografico. As moléculas foram fracionadas por cromatografia liquida de fase reversa e as
massas moleculares determinadas por espectrometria de massas MALDI TOF.
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Figura 25: Frequéncia de massas moleculares, encontradas na pe¢onha da Micrurus I. lemniscatus,
obtidas por cromatografia liquida de fase reversa.

A figura 26 mostra o resultado da eletroforese em gel de poliacrilamida a 20%
(m/v) em condigdes desnaturantes na presenca de SDS, da peconha bruta. Nesta figura
pode-se observar que a coluna PB apresenta uma banda principal espessa de
aproximadamente 80 kDa, aléem dessa observa-se uma banda acima de cerca de 90 kDa,
uma em torno de 50-60 kDa e uma abaixo de 15 kDa quando comparadas com a padrdo

de massas moleculares (coluna MM).
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Figura 26: Eletroforese em gel de poliacrilamida da pegonha bruta de Micrurus Il. lemniscatus. A
eletroforese foi realizada em gel de poliacriamida 20% (m/v) em condicfes desnaturantes na
presenca de SDS. Coluna MM: Padr&o de massa molecular Bench Mark™ Protein Ladder. Coluna
PB: Peconha bruta. Condic@es: Corrente: 20 mA. Voltagem: 110 V; tempo de corrida: 90 minutos.
Tampao de corrida: 25 mM Tris; 192 mM glicina; 10% m/v de SDS, pH=8,3. Solu¢do corante:
Coomassie Brilliant Blue R-250 (0,2% m/v) em agua: metanol: acido acético (4:5:1 v/v); solucéo
descorante: 4gua: etanol: acido acético (6:3:1 v/v). Aplicou-se 8 pL. do padrio molecular e 25 pg de
peconha bruta.

4.1.3. Cromatografias de troca catidnica e fase reversa

Em outra estratégia, a peconha bruta da serpente Micrurus I. lemniscatus (2 mg)
foi diluida em tampéo acetato de s6dio 20 mM, em pH=5,0 (eluente A) e aplicada em
uma coluna de troca catibnica (CIEX TSK-Gel CM-SW, 15 cm x 4,6 mm, Tosoh
Biosep), previamente equilibrada com o eluente A. A eluicdo dos componentes
presentes na peconha foi obtida com um gradiente linear (0-1 M) de uma solucéo de
NaCl 1 M, acetato de sdédio 20 mM, pH=5,0 (eluente B), monitorada por leituras de
absorbancia a 214 e 280 nm.

Observa-se pela analise da figura 27 que o perfil cromatografico apresentou 17
fragdes distribuidas por todo gradiente salino, revelando que a maior parte das toxinas
sdo eluidas entre 0,4 e 0,8 M de NaCl. Essa estratégia mostrou-se adequada para o
isolamento de uma fragdo que contém uma toxina trés-digitos de 7-8 kDa, com

atividade neurotdxica (fracdo 7), eluida com 0,6 M de NaCl.
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A fragdo 7 (destacada pela seta) foi aplicada em coluna analitica de fase reversa
(Source™ 5 4,6/150), previamente equilibrada com solugdo aquosa de TFA 0,1% v/v
(eluente A), e eluida com um gradiente linear (0-100%) de eluente B (ACN/ TFA
0,1%). A eluicdo foi monitorada por leituras a 214 e 280 nm. Observa-se na figura 28 a
presenca de uma fracdo eluida com 28,9% de eluente B. Dessa fracdo foram isoladas
duas toxinas uma com massa molecular de 7.256 Da e outra 7.294 Da, denominadas de
MI7.256_NTX e MI7.294 NTX, respectivamente, sendo que a ultima foi sequenciada
por Edman e ambas utilizadas nos ensaios de liberacdo de L- Glu. Tal estratégia
revelou-se eficaz no fracionamento de algumas toxinas 3-Ftx, entre elas a toxina de
interesse apresentada com alto grau de pureza por andlises de espectrometria de massas
(dado ndo mostrado).
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Figura 27: Cromatografia de troca catidnica da peconha bruta de Micrurus I. lemniscatus. A
peconha bruta (2 mg) foi ressuspendida em tampao acetato de sddio 20 mM, em pH=5,0 (eluente
A) e aplicada em coluna TSK-Gel CM-SW, 15 cm x 4,6 mm (Tosoh Biosep), previamente
equilibrada com o eluente A. A eluicdo foi obtida com um gradiente linear (0-1 M) de uma solucéo
de NaCl 1 M em acetato de sédio 20 mM, ajustada a pH = 5,0 (eluente B), monitorada por leituras a
214 e 280 nm. O fluxo foi de 0,75 ml/min e o volume coletado foi de 1 ml/poco. Em destaque (seta
vermelha) a fragéo 7, que contém a toxina M17294_NTX.
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Figura 28: Cromatografia de fase reversa da Fracdo 7 proveniente da cromatografia de troca
cationica. A fracao foi ressuspendida em solucéo aquosa de TFA 0,1% v/v (eluente A) e aplicada em
coluna Source™ 5 4,6/150, previamente equilibrada com o eluente A. O fluxo foi de 1ml/min e o
volume coletado das fracdes foi de 0,5 ml. A eluicéo foi obtida através do programa: 0-20% B em 18
min., 20-65% B em 92 min.; 65-70% em 3 min., 70-100% B em 7 min. e 100% B em 10 min. A
eluicdo foi monitorada por leituras a 214 e 280 nm.

4.1.4. Determinacdo da estrutura primaria e busca por similaridade em

banco de dados, das toxinas purificadas da peconha bruta

As estratégias de purificacdo da peconha da serpente Micrurus I. lemniscatus
utilizadas nesse trabalho permitiram isolar 5 toxinas, cujas sequéncias primarias parciais
foram determinadas. As sequéncias parciais destas toxinas passaram por analise de
similaridades com outras toxinas depositadas no banco de dados Swissprot. O
alinhamento foi realizado pelo programa BLASTP 2.2.29+, utilizando-se a ferramenta
DELTA-BLAST (<www.blast.ncbi.nlm.nih.gov>). Como resultado, estas moléculas
foram classificadas como toxinas de 3-Ftx. A tabela 6 apresenta as sequéncias primarias
determinadas. A toxina MI17294 NTX , destacada em vermelho na tabela, foi utilizada

para os ensaios de liberagdo de L-Glu.
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Tabela 6: Sequéncias primarias parciais obtidas pelo método de Degradacdo de Edman, e nimeros
de aminoécidos de cinco toxinas isoladas da peconha bruta da serpente Micrurus I. lemniscatus.

Toxina Sequéncia primaria N° de
aa
MI16435 LKCYVSFNKEVTCPEGMNFCEIDVVPTTHG 30
MI16504 IKCYVSLRDKEDTCPEGINFCEKYDVPATHGNVITVQXXAY 41
MI16681 MICYNQQSSQPPTTKTCSEGQ 21
MI7294 NTX LICYVSMCGAKMTCPCEGNNLCEYYAVPVF 30
MI7527 LICYRDTPFTVRTTVSCGNGITKCYRKYWYENRGNRTEGGCGCPNNEKYVT 51

aa= aminoacidos, MI= Micrurus lemniscatus

A tabela 7 representa os resultados da busca por homologias em banco de dados
(Uniprot, Swissprot), das toxinas obtidas no presente trabalho (MI16435, MI6504,
MI16681, MI7294 NTX e MI7527), com toxinas de pegonhas de outras serpentes. Nota-
se grande similaridade, algumas chegando a 100%, entre as sequéncias parciais obtidas
e varias daquelas de origem elapidica, depositadas no banco de dados. A tabela 8
apresenta o alinhamento das sequéncias, evidenciando as regiGes de igual identidade
com a toxina MI17294 _NTX.
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Tabela 7: Alinhamento das sequéncias parciais das cinco toxinas (6-8 kDa) isoladas de Micrurus I. lemniscatus. As sequéncias dos N-terminais das toxinas foram
obtidas pelo método de Degradacéo de Edman. O alinhamento foi realizado pelo programa BLASTP 2.2.29+, utilizando-se a ferramenta DELTA-BLAST, em banco
de dados de proteinas Swissprot (<www.blast.ncbi.nlm.nih.gov>). Todas as sequéncias apresentaram similaridade com sequéncias de toxinas elapidicas do tipo de
trés-digitos depositadas. Em destaque a toxina de interesse do trabalho.

Toxina MI16435

Descricéo Organismo aa Ident.(%) | Simil.(%) | Soprepos. | E value Classific. ID (database)
Short neurotoxin MS11 M. surinamensis 58 62 70 36,3 0,007 Elapidae P86094.1
Mipartoxin-1 M. mipartitus 60 58 70 34,1 0,037 Elapidae B3EWF8.1
Cytotoxin 3 ou Toxin CM- Naja annulifera 60 61 66 31,6 0,28 Elapidae P01459.1
8/CM-8A
Precursor de three finger M. altirostris 82 52 70 31,2 0,42 Elapidae F5CPE2.1
toxin MALTO0063C ou
MALT0063C
Cytotoxin 2 ou Toxin 12A Hemachatus 61 52 66 29,9 11 Elapidae P24776.1

haemachatus

Toxina M16504

Descricéo Organismo aa Ident.(%) | Simil.(%) | Soprepos. | E value Classific. ID (database)
Mipartoxin-1 M. mipartitus 60 57 73 37 5e-04 Elapidae B3EWF8.1
Precursor de three finger M. altirostris 82 53 73 35,8 0,001 Elapidae F5CPE2.1
toxin MALTO0063C
Precursor de three-finger M. corallinus 84 52 70 304 0,12 Elapidae C6JUP1.1
toxin 3FTx-1
Nicotinic acetylcholine M. nigroconctus 25 58 63 28,9 0,28 Elapidae Q9PRQ4.2
receptor-binding protein
Mnn-4
Short neurotoxin MS11 M. surinamensis 58 41 82 28,5 0,49 Elapidae P86094.1
Toxina MI16681

Descricéo Organismo aa Ident.(%) | Simil.(%) | Soprepos. | E value Classific. ID (database)
Precursor Muscarinic toxin Ophiophagus 86 67 100 30,8 0,25 Elapidae Q2VBNO.1
38; Short=MTX38 hannah
Precursor Erabutoxin a; Laticauda 83 71 100 27,4 3,1 Elapidae P60775.1
Short neurotoxin la semifasciata
Precursor Erabutoxin c; Laticauda 83 71 100 274 31 Elapidae Q7T2I15.1
Short neurotoxin 1c semifasciata
Precursor Erabutoxin b; Short Laticauda 83 71 100 27,4 3,1 Elapidae QI0VW1.1
neurotoxin 1b semifasciata
Precursor Three finger toxin Micrurus 81 95 100 26,5 6,0 Elapidae F5CPD8.1




MALTO0057C | altirostris
Toxina MI17294 NTX

Descricéo Organismo aa Ident.(%) | Simil.(%) | Soprepos. | E value Classific. ID (database)
Precursor Three finger M. altirostris 82 79 93 51.1 6e-11 Elapidae F5CPE2.1
toxin MALT0063C
Precursor Three-finger M. corallinus 84 56 96 32,5 le-04 Elapidae C6JUP1.1
toxin 3FTx-1
Mipartoxin-1 M. mipartitus 60 63 90 28,2 0,004 Elapidae B3EWF8.1
Venom protein E2 M. pyrrhocryptus 43 59 90 25,7 0,026 Elapidae POCAR7.1
Nicotinic acetylcholine M. nigrocinctus 25 69 53 24.8 0,030 Elapidae Q9PRQ4.2
receptorbinding protein Mnn4
Toxina MI7527

Descrigédo Organismo aa Ident.(%) | Simil.(%) | Soprepos. | E value Classific. ID (database)
Precursor Erabutoxin c; Short Laticauda 83 36 98 66,6 8e-13 Elapidae Q7T2I15.1
neurotoxina 1c semifasciata
Precursor Erabutoxin a; Short Laticauda 83 36 98 66,6 9e-13 Elapidae P60775.1
neurotoxina la semifasciata
Precursor Erabutoxin b; Short Laticauda 83 36 98 66,2 le-12 Elapidae QI0VW1.1
neurotoxina 1b semifasciata
Precursor Short neurotoxin Laticauda 83 34 98 66,2 le-12 Elapidae Q9YGC2.1
OKI-17/NCA-06 laticaudata
Precursor Short neurotoxina Laticauda 83 40 98 65,5 2e-12 Elapidae P10455.2
C colubrina

100
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Tabela 8: Alinhamento da sequéncia primaria parcial da toxina MI7294 NTX com toxinas de
serpentes elapidicas que apresentaram maior similaridade nas sequéncias. O alinhamento foi
realizado pelo programa BLASTP 2.2.29+, utilizando-se a ferramenta DELTA-BLAST, em banco
de dados de proteinas Swissprot (<www.blast.ncbi.nlm.nih.gov>). As duas primeiras (F5CPE2.1 e
C6JUP1) sdo precursores de toxinas trés-digitos isoladas de M. altirostris e M. corallinus,
respectivamente. A terceira (B3EWF8.1) corresponde a mipartoxina-1, de M. mipartitus. A quarta
(POCAR?7.1) foi isolada de M. pyrrhocryptus. E a tltima (Q9PRQ4.2), uma toxina de M. nigrocinctus,
gue se liga a receptores nicotinicos.

60

iD Alinhamento

M17294_NTX LICYVSMCGAKMTCPCEGNNLCEYYAVPVF

F5CPE2.1 MRTLLLTLVVVTIVCLDLGNSLICYVSEYGAKMTCPEGKTLCEKYAVPLMQ-GHFYFAWRCTSTCKAGAYNICCSTDLCNKIP---82
c6JuPl.1 MKTLLLTLVVVTIVCLDLGNSLICY-NTMMQKVTCPEGKDKCEKYAVPVMR-GKFYFSYQCTSKCHEGAYDVCCSTDLCNKSStsg 84
B3EWF8.1 = = —mmmmmmmmmm LKCYVSREGKTQTCPEGEKLCEKYAVSYFHAGRWRYRYECTSACHRGPYNVCCSTDLCNK-————
POCAR7.1 LICYVSRDGKTATCPP-QGKCEKYAVSASHTXHXFYVYGCTSXC 43

QI9PRQ4. 2 LKCYSSRT-ETMTCPEGKDKCEKYAV-——————————— e —— 25

4.2. AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE PELO METODO DA REDUCAO
DO MTT PROMOVIDA PELA PECONHA BRUTA E DE SUAS FRACOES
SEMIPURIFICADAS

4.2.1. Avaliacdo da citotoxicidade promovida pela pegonha bruta em
células de linhagem neuronal Neuro-2A.

O potencial citotoxico da peconha bruta de Micrurus I. lemniscatus em células
de linhagem neuronal Neuro-2A foi avaliado por meio dos ensaios de reducdo do sal de
tetrazolio (MTT). As células em cultura, numa densidade de 5x10° células/pogo, foram
incubadas por 24 h com diferentes concentracdes da peconha bruta. Utilizou-se como
controle positivo de morte celular, o agente despolarizante KCI 3M.

A figura 29 mostra que a peconha bruta, nas concentracdes de 5x10° a 10°
pg/ml, reduziu a viabilidade celular de modo concentracdo-dependente.

Nas concentracdes de 5x10° pg/ml a porcentagem de morte foi em torno de 20
%. Ja nas concentragdes entre 5x10* e 25x107 ug/ml a porcentagem de morte ocorreu
entre 30 e 40%. A concentracdo inibitdria préxima a ICso foi atingida em torno das
concentracdes de 25 e 50x10 pg/ml, sendo esta Gltima concentragdo a responsavel por
58% de morte celular e, portanto, a concentracdo de escolha para os testes posteriores,
com os blogqueadores farmacoldgicos. Nas concentragdes entre 0,025x107 a 0,25x10° as
células ficaram inviaveis em cerca de 85%, enquanto que nas maiores concentracoes de
0,5x10% a 10% pg/ml ocorreu cerca de 100 % de morte celular. Cada experimento foi
realizado em triplicata e teve sua média comparada a média dos ndo tratados (NT), que
foi considerado como 100 % de viabilidade celular. Os ensaios foram estatisticamente

significativos quando comparados aos NT.
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Figura 29: Efeito concentragédo-dependente da pegonha de Micrurus I. lemniscatus, na viabilidade
celular, em linhagem neuronal NEURO-2A. As células em cultura (5x10° células/pogo) foram
incubadas com diferentes concentragdes da peconha bruta (PB), conforme indicado, pelo periodo
de 24 h e a viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de MTT. Como controle positivo de
morte celular foi utilizado KCI (3M); NT representa as células ndo tratadas com a peconha bruta,
sendo considerado 100% de viabilidade celular (ou 0% de morte). Os valores representam a média
+ SEM (n=4, em triplicata). A andlise estatistica foi feita utilizando-se ANOVA One-way, com pos-
teste de Turkey, sendo*p<0,05; ** p<0,01 e *** p<0,001.

4.2.1.1. Varredura das fracbes isoladas da peconha bruta com potencial

citotoxico, em células de linhagem neuronal Neuro-2A

As fragOes semi-purificadas da peconha bruta de Micrurus I. lemniscatus obtidas
por cromatografia de fase reversa foram utilizadas para avaliacdo do potencial
citotoxico pelo método colorimétrico de MTT, em células de linhagem neuronal Neuro-
2. As células foram pré-incubadas com as fragdes na concentragdo de 50x10 pg/ml
(figura 30 A-D) e a viabilidade celular foi analisada. O KCI (3 M) foi utilizado como
controle positivo.

Os resultados apontaram citotoxicidade significativa induzida por 33 das 36
fragcOes avaliadas. Apenas as fragdes 29, 32 e 40 n&o apresentaram toxicidade de modo
significativo, ademais, as fragdes reduziram a viabilidade celular em proporgoes
distintas. As fracdes que induziram toxicidade entre 70-90%, em células Neuro-2A,
foram: F10, F11, F12, F13, F15, F18 e F19 (Figuras 30-A e B), todas correspondendo a
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uma porcentagem de eluicdo de solvente organico de 23 a 29%. Das fracGes avaliadas,

18 apresentaram toxicidade moderada, entre 40-70%, correspondendo as eluicGes em

trés faixas de hidrofobicidade: i) com baixa concentracdo do solvente organico (entre 8
e 20%), correspondendo a cinco fracdes (F1; F2; F3; F4; F5) (Figuras 30-A), ii) com
média concentracdo do solvente (entre 29-33%), sendo as fracbes F21; F22; F23; F24

(Figuras 30-C e D), e majoritariamente, iii) as fracbes com maior carater hidrofébico,
eluidas entre 34 e 52 % de acetonitrila, sendo elas: F27; F28; F31; F34; F37; FAl; FA2

(Figuras 30-D). A figura 31A mostra a regido onde as fracdes derivadas da peconha

bruta, sdo predominantemente citotdxicas (fracdes 9 a 21-destacadas em vermelho). Em

cinza a fragdo 22, que apresentou 43 % de toxicidade, sendo esta o principal objeto de

estudo desse trabalho. Na figura 31B pode-se observar os espectros de massas por

MALDI-TOF MS correspondentes as fracdes de maior potencial citotdxico.
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Figura 30: Efeito citotoxico de fracfes semipurificadas da peconha de Micrurus I. lemniscatus em
células de linhagem neuronal Neuro-2A (neuroblastoma de camundongo). A) Fragdes 1 a 10. B)
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Fracgdes 11 a 21. C) Fragdes 22 a 29. D) Fracfes 30 a 42. As células foram pré-incubadas por 24 h
com as diferentes fracdes (5 pg/ml), da F1 a F42 e a viabilidade celular foi determinada pela
reducdo do MTT. Como controle positivo foi utilizado KCI (3 M); NT representa as células néo
tratadas com a peconha bruta, sendo considerado 100% de viabilidade celular. Os valores

representam a média £

SEM (n=3, em duplicata). A anélise estatistica foi feita utilizando-se

ANOVA One-way, com pds-teste de Turkey. Os valores representam a média + SEM, sendo *
p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; ns = ndo significativo.
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Figura 31: Perfil de toxicidade desencadeada por fractes semipurificadas da peconha de Micrurus I.
lemniscatus em células de linhagem neuronal Neuro-2A. A) Perfil das 42 fracdes obtidas da peconha
bruta enfatizando a regido da pegonha que apresenta maior toxicidade celular (F9-F21). Em cinza a
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fracdo 22. B) Espectros de massas por MALDI-TOF MS das fragcbes com maior atividade
citotdxica.

4.2.2. Avaliacdo da citotoxicidade promovida pela peconha bruta em

cultura de neurdnios hipocampais de ratos neonatos

Visando investigar se a pegonha bruta da serpente Micrurus |. lemniscatus
promoveria citotoxicidade em cultura primaria de neur6nios do SNC, neurdnios
piramidais do hipocampo foram utilizados como modelo. Os neurdnios em cultura
(2x10* células/pogo) foram tratados com a peconha bruta, em diferentes concentragdes
(5x107° a 50x10! pg/ml) e avaliados pelo ensaio de viabilidade por MTT, apds periodos
de incubagéo distintos de 1, 3 e 24 h (figura 32).

Os resultados revelaram que a toxicidade celular promovida pela peconha bruta
nos neurdnios piramidais € tempo e concentracdo dependentes. No tempo de 1 h de
incubagdo, a PB mostrou-se toxica apenas na concentracdo de 50x10 ug/ml, reduzindo
a viabilidade em 25 % (Figura 32A). Nos periodos de 3 e 24 h de incubacédo todas as
concentracdes foram toxicas para os neurénios hipocampais (Figuras 32 B e C). Em 3 h,
a viabilidade foi reduzida em 40 a 50 %, de modo similar ocorreu no tempo de 24 h.
Nesse Gltimo tempo, a concentracdo de 50x107 reduziu a viabilidade em 48 %,
mostrando-se proxima a ICso, enquanto que, a concentragéo e 0,05x103 (10 vezes maior)
reduziu a viabilidade em 61 %. Cada experimento foi feito em triplicata (n=6) e teve sua
média comparada a média dos NT, que foi considerado como 100 % de viabilidade
celular. KCI 3 M foi utilizado como controle positivo.

A Figura 33 compara a toxicidade entre os tempos de 1, 3 e 24 h de incubacdo, o
resultado revelou que ha diferenca estatistica entre os ensaios agudos de 1 e 3 h,
havendo diferenca estatistica de toxicidade da PB nas concentracdes de 5x107° a 5x10*
pg/ml. Entretanto, entre os tempos de 3 e 24 h de incubacdo ndo houve diferencga
estatistica na reducdo da viabilidade nos periodos de incubagdo. O resultado mostrou
que a PB no periodo de 1 h s6 é toxica na maior concentragdo, e que apos 3 h de
exposicdo a PB a toxicidade ocorre j& em concentracbes menores nos neurdnios

hipocampais.
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Figura 32: Citotoxicidade da pe¢onha bruta de Micrurus |. lemniscatus em cultura de neur6nios
hipocampais de ratos neonatos. As células foram incubadas nos tempos de 1, 3 e 24 h, com PB em
diferentes concentragdes (5x10° a 50x10 pug/ml). A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio
de MTT. Os neurdnios foram utilizados no 7° dia de cultura e expostos a PB (n=6, em triplicata).
Cada experimento teve sua média comparada a média dos NT, que foi considerado como 100 % de
viabilidade celular. KCI 3 M foi utilizado como controle positivo. Os ensaios foram estatisticamente
significativos quando comparados aos NT e foi utilizado ANOVA One way, com poés-teste de Tukey.
Sendo * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001. Os valores representam a média + SEM.
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Figura 33: Citotoxicidade tempo-dependente de neurbnios hipocampais em cultura, tratados com a
peconha bruta de Micrurus I. lemniscatus. As analises estatisticas foram feitas utilizando-se
ANOVA Two-way, com poés-teste de Bonferroni para comparar todas as concentracdes de PB com
0s tempos de exposicdo de 1, 3 e 24 h, sendo * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001; ns= ndo significativo.
N&o houve diferenca significativa entre os tempos de 3 e 24 h em todas as concentragdes.

4.2.3. Efeito de drogas que atuam no sistema colinérgico, sobre a
citotoxicidade promovida pela peconha bruta em cultura de neurénios

hipocampais de ratos neonatos

Para investigar quais 0s possiveis alvos farmacoldgicos que poderiam estar
envolvidos na neurotoxicidade promovida pela peconha bruta utilizou-se como
estratégia 0 uso de varios agonistas e antagonistas farmacoldgicos. Inicialmente
testaram-se drogas seletivas para receptores colinérgicos. As células foram pré-
incubadas durante 30 minutos com os farmacos e em seguida adicionou-se PB (50x10*
pg/ml), mantendo-se a incubacao por 24 h, em estufa de cultivo celular a 37 °C.

Com base na literatura, sabe-se que grande parte dos constituintes da pegonha de

Micrurus sp. sdo as toxinas de 3-Ftx, com atividade sobre os receptores colinérgicos.
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Portanto, para a investigacdo inicial da neurotoxicidade da peconha, foram utilizadas
drogas que atuam sobre o sistema colinérgico, tais como, um antagonista inespecifico
dos receptores colinérgicos muscarinicos (atropina, 2 uM), um antagonista inespecifico
dos receptores colinérgicos nicotinicos (D-tubocurarina, 146 uM) e um inibidor da
enzima acetilcolinesterase (Piridostigmina, 10 uM) (Figura 34).

O resultado mostrou que os antagonistas farmacoldgicos D-tubocurarina (curare)
e piridostigmina na auséncia da PB, quando comparados ao controle (NT), nédo
alteraram a viabilidade celular, nas condigdes experimentais utilizadas (analises
estatisticas evidenciadas pelos asteriscos). Entretanto, atropina, por si so, ja reduziu a
viabilidade celular de modo significativo, em 23%. E, quando atropina foi associada a
PB houve um aumento de cerca de 30 % da toxicidade em relacdo a PB isoladamente.
Na presenca de curare, PB ndo causou toxicidade significativa quando comparada ao
NT, portanto esse parece ter bloqueado o seu efeito.

Entretanto, quando os neurdnios pré-incubados com os bloqueadores foram
expostos a PB ndo houve uma reducéo da viabilidade celular quando comparados a PB
sozinha (todos os dados NS representados pelos colchetes horizontais), mostrando que
nenhuma das drogas utilizadas reverteu a citotoxicidade promovida pela peconha bruta,

nos neurdnios hipocampais, expostos por 24 h.
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Figura 34: Efeito de drogas que atuam no sistema colinérgico D-tubocurarina (curare),
piridostigmina e atropina na citotoxicidade induzida pela peconha bruta de Micrurus I. lemniscatus
em cultura de neur6dnios hipocampais de ratos neonatos. Os neurdnios foram pré-incubados por 30



109

min com curare (146 uM), piridostigmina (10 uM) ou atropina (2 uM) e, em seguida, foram
incubados com a peconha bruta (50x10* pg/mL) durante 24 h, a 37°C, em uma atmosfera
umidificada (95% O2e 5% CO2). A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de MTT.
Cada experimento teve sua média comparada a média dos NT (ndo tratados), que foi considerado
como 100 % de viabilidade celular, ou 0% de mortalidade. KCI 3 M foi utilizado como controle
positivo de morte celular. Foi utilizado o teste ANOVA One way, com pés-teste de Tukey. Os
valores representam a média + SEM de cada experimento em triplicata (n=5). Ns= n&o significativo.
NT = ndo tratado. Os ensaios foram estatisticamente significativos quando comparados aos NT
sendo *p<0,05; ***p<0,001. Comparando-se peconha bruta (PB) versus PB mais drogas, 0s
resultados néo foram significativos.

4.2.4. Efeito de drogas que atuam no sistema glutamatérgico, sobre a
citotoxicidade promovida pela peconha bruta em cultura de neurénios

hipocampais de ratos neonatos

Nos ensaios de citotoxidade em neurénios hipocampais, foram também
utilizados antagonistas dos receptores ionotrépicos glutamatérgicos de NMDA (MK801,
10 uM) e de AMPA/cainato (CNQX 10 uM) (Figura 35).

O resultado revelou que o antagonista farmacologico CNQX reduziu 34 % da
viabilidade celular (comparado ao NT- andlises estatisticas evidenciadas pelos
asteriscos) e, quando acrescido da PB, a toxicidade aumentou para 41 %, valor esse néo
sendo significativo quando comparado a PB (representados pelos colchetes horizontais).
Porém, se comparado CNQX com o CNQX vs PB, ndo houve diferenca estatistica
significativa, o que mostra que a presenca do blogueador impede o aumento de morte
celular pela PB.

O bloqueio do receptor NMDA pelo antagonista MK801 na concentragéo de 10
MM foi capaz de inibir a toxicidade promovida pela PB em 36 %, uma vez que a PB
causou cerca de 50% de morte e MK801 vs PB causou apenas 14 %. Quando

comparados ao NT ndo houve diferencas significativas.
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Figura 35: Efeito dos bloqueadores dos receptores ionotropicos glutamatérgicos, na citotoxicidade
induzida pela pe¢onha bruta de Micrurus I. lemniscatus, em cultura de neurénios hipocampais de
ratos neonatos. Os neurdnios foram pré-incubados por 30 min com os bloqueadores farmacolédgicos
CNQX (10 pM) e MK801 (10 puM) e expostos a pegonha bruta (50x10* ug/ml) durante 24 h, a
37°C, em uma atmosfera umidificada (95% O2e 5% CO2). A viabilidade celular foi
determinada pelo ensaio de MTT. KCI 3 M foi utilizado como controle positivo de morte celular.
Como teste estatistico utilizou-se ANOVA One way, com poés-teste de Tukey. Os valores
representam a média + SEM de cada experimento em triplicata (n=5). Ns= n&o significativo. NT =
néo tratado. Os ensaios foram estatisticamente significativos quando comparados ao NT sendo **
p<0,01; ***p<0,001.

4.2.5. Efeito da Tetrodotoxina, um bloqueador de canais para sédio
dependentes de voltagem, sobre a citotoxicidade promovida pela

peconha bruta em cultura de neurdnios hipocampais de ratos neonatos

O bloqueador de canais para sodio dependentes de voltagem, Tetrodotoxina
(TTX, 200 nM), foi utilizado nos ensaios com neurbnios de hipocampo, visando-se
averiguar o possivel envolvimento destes canais na citotoxicidade. Os neur6nios foram
pré-incubados por 30 min na presenca de TTX (Figura 36). Observa-se que a TTX, por

si s0O, causa, de modo significativo, 42% de morte celular em relagdo ao controle NT.
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Quando adicionada a PB, a morte celular aumenta em 26% (68% total). Comparada a
PB, a TTX vs PB néo apresentou efeito significativo.

Portanto, o ensaio mostrou que o bloqueio dos canais Nay ndo interferiu na
citotoxicidade promovida pela PB incubada por 24 h. Esses dados corroboram com o
resultado obtido em outro ensaio, em neurdnios periféricos do ganglio da raiz dorsal
(DRG) de ratos adultos, incubados com a PB, em que foram feitos registros
eletrofisiologicos em modo whole cell patch clamp, com protocolos experimentais para
os canais Nayv. Nesses ensaios ndo foi observada nenhuma atividade da PB sobre esses

canais (dados ndo mostrados).
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Figura 36: Efeito da TTX, um bloqueador de canal para sédio dependente de voltagem, na
citotoxicidade induzida pela peconha bruta de Micrurus I. lemniscatus, em cultura de neurénios
hipocampais de ratos neonatos. Os neurdnios foram pré-incubados por 30 min com o bloqueador TTX
(200 nM) e expostos a pegonha bruta (50x107 pg/ml) durante 24 h, a 37°C, em uma atmosfera
umidificada ( 95% Oz e 5% COy. A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de MTT. KCI3 M
foi utilizado como controle positivo. Como teste estatistico utilizou-se ANOVA One way, com pos-teste
de Turkey. Os valores representam a média £+ SEM de cada experimento em triplicata (n=3). Ns= ndo
significativo. NT = ndo tratado. Os ensaios foram estatisticamente significativos quando comparados aos
NT sendo ** p<0,01; ***p<0,001.
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4.3. AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE PROMOVIDA PELA PECONHA
BRUTA EM EM CULTURA DE NEURONIOS HIPOCAMPAIS DE RATOS
NEONATOS POR CAPTACAO DO VERMELHO NEUTRO

Com o objetivo de avaliar o comprometimento da atividade lisossomal dos
neurbnios piramidais de hipocampo, expostos a peconha bruta de Micrurus 1.
lemniscatus, os neurdnios em cultura primaria (2x10* células/pogo) foram incubados
por 24h com a pegonha bruta em diferentes concentragdes (5x107° a 5ug/ml) e expostos
ao corante vermelho neutro (CVN) (Figura 37).

Os resultados mostraram que, 0s neurdnios hipocampais, incubados por 24 h
com a peconha bruta, em diferentes concentracdes, ndo apresentaram morte na maioria
das concentraces testadas. Em algumas concentragdes (5x10° e 5x107 pg/ml) a PB
reduziu a viabilidade celular em cerca de 30 a 35% e, na concentra¢do maior, de 50x10°

Yug/ml, a porcentagem de morte foi de 46%.
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Figura 37: Efeito da peconha bruta de Micrurus I. lemniscatus na viabilidade da cultura de
neurdnios hipocampais de ratos neonatos. As células foram incubadas com a peconha bruta (5x10°°
a 50x10tpug/ml) e a viabilidade celular foi determinada pelo acimulo do corante vermelho neutro
nos lisossomos das células viaveis. KCI 3 M foi utilizado como controle positivo de morte celular.
Como teste estatistico utilizou-se ANOVA One way, com poés-teste de Tukey. Os valores
representam a média + SEM de cada experimento em triplicata (n=6). Ns= ndo significativo. NT =
ndo tratado. Os ensaios foram estatisticamente significativos quando comparados aos NT sendo *
p<0,05; ***p<0,001.
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4.4. AVALIACAO DA VIABILIDADE/MORTE CELULAR PROMOVIDA PELA
PECONHA BRUTA EM CULTURA DE NEURONIOS HIPOCAMPAIS DE
RATOS NEONATOS, POR MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA.

Analisou-se qualitativamente a viabilidade e a morfologia dos neurdnios
hipocampais, expostos por 24 h a pegonha bruta de Micrurus I. lemniscatus, em
diferentes concentragfes. Os neurdnios foram analisados por microscopia de
fluorescéncia e as celulas vidveis sdo aquelas que emitem fluorescéncia verde
(Calceina-AM= 494/517 nm) e as células mortas emitem fluorescéncia vermelha (Etidio
homodimero-1=528/617 nm) (figura 38).

Observa-se nas imagens que os ensaios ndo tratados (controle negativo) (linha
A) apresentaram baixissima fluorescéncia vermelha (coluna 2), indicando alta
viabilidade celular Em relacdo ao KCI (controle positivo) (linha B), ressalta-se o
maximo de fluorescéncia na coluna 2, o que evidencia 0 maximo de morte celular.

Em relagdo as células tratadas com a peconha bruta, as imagens revelaram que a
partir da concentracdo de 5x10° pg/ml (linha E, coluna 2) houve aumento progressivo
de fluorescéncia vermelha, evidenciando um aumento na morte celular. A concentracédo
de 50x107 pg/ml desencadeou a maior taxa de mortalidade celular, em torno de 50%
como pode ser observado na linha H/coluna 2.
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G) 5x101pg/m
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Figura 38: Citoxicidade em neurénios hipocampais, induzida pela pegonha bruta da serpente M.
lemniscatus. Imagens por microscopia de fluorescéncia em cultura de neurdnios hipocampais de

ratos neonatos (2x104 células/poco). Apbds o 7° dia em cultura, os neurdnios foram expostos a
diferentes concentragdes da pegonha bruta (PB) por 24h, a 37°C, em uma atmosfera umidificada,
com 95% O, e 5% CO,. Linha A) NT (células em meio neurobasal+PBS 50 mM); Linha B) KCI 3M

(controle positivo); Linha C) PB 5x10°° ug/ml; Linha D) PB 5x10* pug/ml; Linha E) PB 5x10- pg/ml;
Linha F) PB 5x10?; Linha G) PB 5x10* pg/ml; Linha H) PB 50x10 pg/ml. Os ensaios de
fluorescéncia foram realizados utilizando-se o ®Viability/Cytotoxicity kit for mammalian cells (n=3,
em duplicata). As células vidveis emitiram fluorescéncia verde (Calceina-AM= 494/517 nm) e as
ceélulas mortas emitiram fluorescéncia vermelha (Etidio homodimero-1=528/617 nm).

4.5 AVALIACAO DA LIBERACAO DE L-GLUTAMATO PROMOVIDA PELA
PECONHA BRUTA, SUAS FRACOES E TOXINAS PURIFICADAS

451 Liberacdo de L-glutamato em sinaptosomas cérebro corticais de rato,
induzida pela peconha bruta (PB), por fracdes semi-puras e pelas toxinas
MI7.294 NTX e MI7.256_NTX

Visando-se compreender a toxicidade em neurdnios, desencadeada pela PB e por
suas fracdes, a proxima etapa deste trabalho propds avaliar a liberacdo de L-glutamato
em sinaptosomas de cortex cerebral de ratos adultos. Sabe-se que a excitotoxicidade

central pode ser causada pela excessiva liberagédo desse.

Sinaptosomas cerebro-corticais de ratos foram incubados na auséncia e na
presenca de PB, da fragdo 22 semi- purificada (F22) e das toxinas, Ml 7.294 NTX e Ml

7.256_NTX, que compunham essa fracdo. Em sua dissertacdo de mestrado, Montandon
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(2013) demonstrou que a PB, bem como algumas de suas fracGes induziram aumento da
liberagdo de L-Glu em sinaptosomas cérebro-corticais de ratos adultos.

Conforme observado nos ensaios de toxicidade celular mostrados anteriormente
neste trabalho, o bloqueio dos receptores glutamatérgicos ionotropicos do tipo NMDA,
pelo antagonista MK801, em neurdnios hipocampais de ratos, reverteu, em grande
parte, a toxicidade provocada pela peconha. Logo, o interesse em investigar o efeito de
componentes da peconha responsaveis pela liberagdo de L-Glu, que poderiam estar

envolvidos nos eventos de toxicidade celular.

45.1.1. Controle da viabilidade sinaptosomal pela determinacéo da
atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH)

Como controle da viabilidade sinaptosomal (ndo tratados) e também para
averiguar uma possivel atividade litica da pegonha bruta, da fracdo ou da toxina Ml
7.294 NTX, sobre os sinaptosomas determinou-se a atividade da enzima LDH. O
resultado (Figura 39) demonstrou que, nas condi¢cdes experimentais utilizadas, a PB,
F22 e a toxina Ml 7.294 NTX ndo afetaram a viabilidade sinaptosomal, ja que nao
alteraram significativamente, a atividade de LDH. As concentra¢gbes normalmente
utilizadas em nossos ensaios sdo 5x10™; 5x107%; 5x107%; 5x107L; 25x10?; 50x10 pg/mL
da peconha bruta; 50x10? pg/mL da F22 e 1 pM da toxina M17.294 NTX,
respectivamente.

A atividade de LDH na presenca do detergente Triton X-100 (1%), foi
considerada com 100% de atividade de LDH (ou 100% de lise). Observa-se que nas
concentragdes maiores de PB houve 15,3 % de lise com 0,05x10° ug/ml e 27 % de lise

com 0,5x10° pg/ml.
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Figura 39: Determinagéo da atividade da enzima lactato desidrogenase. 170 pl de tampé&o fosfato 50
mM em pH=7,4; piruvato de sédio 0,6 mM, 10 pul NADH 0,063 mM em 20 pl da solucdo de
sinaptosomas) foi incubada a 37°C, por 60 min, com diferentes concentracdes da peconha bruta
(PB), ou fracdo 22, ou toxina Ml 7294 _NTX. A porcentagem de atividade foi avaliada em relacéo
aquela observada na presenga de Triton X-100 1 % (v/v). As anélises estatisticas foram realizadas
utilizando-se ANOVA One way, com pds-teste de Tukey. Os valores representam a media + SEM de
cada experimento em triplicata (n=3). Ns= nao significativo. Ensaios estatisticamente significativos
quando comparados ao controle (***p<0,001).

45.1.2. Liberagdo de L-glutamato — controles

Comparativamente, para o célculo das concentracbes de L-Glu liberadas do
sinaptosomas pela peconha bruta, fracdo e toxinas, foi realizada a curva padrdo de L-
Glu, nas concentracdes de 750, 1.500, 2.250 e 3.000 pmol (figura 40). Os ensaios

representaram a média de trés experimentos, em triplicata. Em (A) esta relacionado a
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intensidade da fluorescéncia versus o tempo de registro com cada concentracdo de L-
Glu. Em (B) mostra-se a equacao por regressao linear dos dados obtidos.

Nos ensaios de liberacdo de L-Glu utilizou-se como controle a liberacdo basal,
isto &, aquela observada nos sinaptosomas incubados sem nenhuma adi¢do de drogas.
Este valor foi utilizado na normalizacdo dos dados apos os diferentes tratamentos. O
KCI 33 mM foi utilizado como controle da liberacdo que em nossas condigdes
experimentais foi cerca de 13 nmol/ mg de proteina sinaptosomal, em 60 min de
incubacdo, enquanto que os valores de liberacdo pelo controle permaneceram estaveis

durante todo o tempo, sendo em torno de 2,5 nmol/mg) (gréfico 41).
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Figura 40: Curva representativa de L-glutamato. (A) Mostra a intensidade de fluorescéncia versus
o tempo de registro das diferentes concentragdes de acido glutamico. Em (B) é observada a equacao
por regressdo linear dos dados obtidos em (A), de trés experimentos em triplicata.
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Figura 41: Controles de liberacdo de L-glutamato nos sinaptosomas cérebro corticais de rato. Os
sinaptosomas foram incubados em condi¢do controle basal e em condicdo despolarizante (KCI
33mM) nos tempos indicados. Os valores representam a média + SEM (n=6, em triplicata). A
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analise estatistica foi feita utilizando-se ANOVA Two-way, com pos-teste de Bonferroni, sendo
*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

45.1.3. Liberacdo de L-glutamato em sinaptosomas céerebro corticais de

ratos induzida pela F22 é concentra¢do-dependente

Os ensaios de liberagdo de L-Glu foram realizados inicialmente, com algumas
das 42 fragdes provenientes da cromatografia de fase reversa em coluna semipreparativa
Discovery Supelco. O critério de escolha destas fracdes baseou-se nos resultados dos
ensaios de citotoxicidade em células de linhagem Neuro-2A e também algumas destas
fracOes ja haviam sido mostradas, em ensaios prévios, induzir aumento da liberagdo de
L-Glu (Montandon, 2013). Além disso, foi definido que, como pré-requisito apenas
fracdes contendo toxinas do tipo 3-Ftx, ou seja, com massa molecular entre 6-8 kDa,
seriam utilizadas nos ensaios de liberacdo de L-Glu.

Trés fragOes foram escolhidas para os testes iniciais, F19, F21 e F22, sendo que
as fragdes F19 (contendo as seguintes massas: 6.421; 6.503; 7.112,16 Da) e F21 (MM=
6,107; 7.421; 6.758; 6.471; 7.236; 7.428 Da) nao induziram a liberacdo de L-Glu (dados
ndo mostrados). Logo, das trés fracOes testadas, apenas F22 foi capaz de induzir a
liberacdo de L-Glu e ao mesmo tempo ocasionar consideravel toxicidade celular. A
partir desta fracdo, caracterizaram-se trés toxinas de massas moleculares 7.199; 7.256 e
7.294 Da (figura 42B), por espectrometria de massas.

Analisando-se a figura 42A, pode-se observar que a fracdo F22 induziu
significativa liberacdo de L-Glu, em relagdo ao controle, apenas nas concentracdes de
30, 90 e 135 pg/ml. A liberagdo maxima induzida por F22 foi por volta de 2,5 nmol de

glutamato/mg de proteina sinaptosomal.
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Figura 42: Liberacdo de L-glutamato, concentracdo-dependente, induzida pela Fracdo 22 em sinaptosomas cerebrocorticais. Em (A) é mostrada a curva
concentracdo-dependente (0,15 a 135 pg/ml) da Fragdo 22, na inducdo da liberagdo de L-glutamato por 35 minutos. Os valores representam a liberacédo de
glutamato nas diversas condigdes experimentais, j descontado o valor da liberacao basal (sendo o controle os ndo-tratados) em cada tempo, e representam a média
+ SEM (n=3 em triplicata). A analise estatistica foi feita utilizando-se ANOVA Two-way, com pos-teste de Bonferroni, sendo *** p<0,001. Em (B) é observado o
espectro de massas MALDI-TOF MS da Fragéo 22, demostrando que a mesma € composta por trés toxinas de massas moleculares 7.199; 7.256 e 7.294 Da).
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Classicamente, é sabido que, a liberacdo de neurotransmissores dos terminais de
neurdnios pre-sinépticos é predominantemente dependente da entrada do ion célcio para
que as vesiculas que os contém se fundam e estes sejam liberados. O préximo passo
deste trabalho foi investigar se a liberacdo do NTs L-Glu, induzida pela Fracdo 22,

dependeria do calcio extra e/ou intracelular.

4.5.1.4. Investigacdo da participacdo do célcio, mediado por canais ibnicos,
na liberacdo de L-glutamato, induzida pela Fragéo 22

O efeito na liberacdo de L-Glu, desencadeado pela F22, foi avaliado na presenca
de bloqueadores de diferentes subtipos de canais para calcio dependentes de voltagem.
Trés bloqueadores foram testados: - conotoxina GVI A (bloqueador do canal do tipo
N), o- agatoxina, (bloqueador do canal tipo P) e nifedipina, (bloqueador do canal do
tipo L)- figura 43. Pode-se observar que, nenhum dos bloqueadores, isoladamente,
conseguiu inibir por completo a liberacdo de L-Glu desencadeado pela fracéo.
Entretanto, percebe-se que os bloqueadores ®- conotoxina GVI A e ®- agatoxina,
inibiram parcialmente a liberacdo de L-Glu a partir de 10 min, ao passo que, nifedipina
reduziu o efeito da liberacdo pela fracdo a partir dos 5 min, de modo estatisticamente
significativo quando comparado a Fracdo 22 isolada. Comparada ao controle, a Fracdo
22 induziu a liberacdo de L-Glu dos sinaptosomas de modo estatisticamente
significativo, em todo o periodo do experimento.

As andlises estatisticas dos bloqueadores comparados ao controle ndo foram
estatisticamente significativas. Quando comparados controle versus Blogueadores+F22,
as analises mostraram significancia (p<0,05) para ®- conotoxina GVIA+F22 (a partir
dos 20 min); ®- agatoxina IVA+F22 (a partir dos 30 min); nifedipina+F22 (a partir dos
50 min).
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Figura 43: Efeito dos bloqueadores de canais para calcio dependentes de voltagem, na liberacédo de L-glutamato em sinaptosomas cérebro corticais induzida pela
Fragdo 22. Liberagdo de L-glutamato por sinaptosomas induzida pela Fracdo 22 (30 pg/ml), em sinaptosomas pré-incubados por 30 min (a 37° C) com o-
conotoxina GVI A (10 uM), ou com m- agatoxina IVA (30 nM) ou com nifedipina, (3 uM). Os valores da liberacédo de L-glutamato tiveram subtraido o valor basal
(controle, ndo tratado) em cada tempo, e representam a média £ SEM (n=3 em triplicata). A andlise estatistica foi feita utilizando ANOVA Two-way, com pés-teste
de Bonferroni, sendo * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001. No gréfico, os simbolos representam as andlises estatisticas em diferentes comparacdes (vide indicacdes ao
lado). Cada simbolo representa um bloqueador e analise especificos, sendo ®- conotoxina GVI A (o-Cntx GVI A) vs ®- conotoxina GVI A +F22 (&); ®- agatoxina
IVA (o- AgtxIV A) vs - agatoxina IVA+Fracgdo 22 (F22) (@); nifedipina vs nifedipina+F22 (*); F22 vs - conotoxina GVI A (#); F22 vs - agatoxina IVA+F22

(9); F22 vs nifedipina+F22 ($).
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Quando os bloqueadores foram utilizados concomitantemente (figura 44), a
liberacdo de L-Glu induzida pela Fracdo 22 ainda assim, apresentou uma reducao
somente parcial, 0 que ressalta um possivel envolvimento da entrada de Ca?* e liberagdo
de L-Glu.
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Figura 44: Efeito dos bloqueadores de canais para calcio dependentes de voltagem, na liberacao de L-glutamato em sinaptosomas cérebro corticais de rato induzida
pela Fracdo 22. Liberacdo de L-glutamato por sinaptosomas incubados a 37° C, somente com a Fracdo 22 (F22) com 30 pg/mL ,ou com essa adicionada a
sinaptosomas pré-incubados por 30 min com os bloqueadores ®- conotoxina GVI A (10 pM), ©- agatoxina IVA (30 nM) e nifedipina, (3 pM), conjuntamente. Os
valores da liberacao de glutamato tiveram subtraido a liberacao basal do controle (n&o tratado) em cada tempo, e representam a média + SEM (n=3 em triplicata).
A andlise estatistica foi feita utilizando ANOVA Two-way, com poés-teste de Bonferroni, sendo * p<0,05; *** p<0,001. No gréfico, os simbolos representam as
analises estatisticas em diferentes comparacgdes. Cada simbolo representa um bloqueador e analise especificos, sendo ®- conotoxina GVI A+ ®- agatoxina IVA+
nifedipina vs F22 (*); - conotoxina GVI A+ ®- agatoxina IVA+ nifedipina+F22 vs F22 (#); o- conotoxina GVI A+ ®- agatoxina IVA+ nifedipina vs ®- conotoxina

GVI A+ o- agatoxina IVA+ nifedipina+F22 ($).
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4.5.1.5. Efeito de quelantes de célcio na liberacdo de L-glutamato induzida

pela Fragéo 22.

A liberagdo de L-Glu desencadeada pela F22 foi testada na presenca dos
quelantes de calcio EGTA (10 mM), quelante de célcio extracelular, e BAPTA-AM (10
KUM), quelante do célcio intracelular. Foram utilizados os quelantes separados e
conjuntamente, pré-incubados com a prepara¢do por 30 minutos, a 37° C, antes da
adicdo da fracdo. Os resultados estdo apresentados na Figura 45. Observa-se que, na
presenca de EGTA e de EGTA+BAPTA-AM a fragdo teve sua atividade parcialmente
inibida durante todo o periodo do experimento (60 minutos). Todavia, quando a mesma
foi incubada com 0 BAPTA-AM (BAPTA-AM+F22) houve liberacdo parcial de L-Glu
a partir de 30 minutos ap6s exposicdo a fracdo, quando comparado ao efeito do
BAPTA-AM, ou seja, parece haver uma reversdo do efeito bloqueador do BAPTA a
partir dos 30 minutos, possivelmente devido a permeacdo do célcio extracelular através
da membrana sinaptosomal.

O resultado sugere que a entrada de calcio é essencial para que haja a liberacado
de L-Glu induzida pela F22, uma vez que nos ensaios da F22 incubada previamente
com o quelante EGTA ndo houve a liberacdo do NTs, mostrando que a sua atividade é

dependente do célcio extracelular.
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Figura 45: Efeito dos quelantes de célcio na liberagdo de L-glutamato em sinaptosomas cérebro-corticais induzida pela Fragéo 22. Liberacgdo de L-glutamato por
sinaptosomas incubados a 37° C com F22 (30 pg/ml) ou pré-incubador por 30 min com BAPTA-AM (10 uM) e EGTA (10 nM), com posterior adi¢do de F22. As
leituras prosseguiram pelos tempos indicados. Os valores da liberacdo de glutamato tiveram subtraidas as médias da liberacao basal, controle (ndo tratado) em
cada tempo, e representam a média + SEM (n=3 em triplicata). A analise estatistica foi feita utilizando ANOVA Two-way, com pos-teste de Bonferroni, sendo #
p<0,05; ## p<0,01; ### p<0,001. No gréafico, os simbolos representam as anélises estatisticas em diferentes comparacdes. Cada simbolo representa um bloqueador e
analise especificos, sendo Fracdo22 vs EGTA+F22 (*); Fracdo 22 vs BAPTA+F22 (&); Fracdo 22 vs EGTA/BAPTA+F22 (z); BAPTA vs BAPTA+F22 (#).
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Para testar a hipotese proposta, avaliou-se a liberacdo de L-Glu na presenca de
dois bloqueadores dos iGIuR, MK 801 e CNQX.

4.5.1.6. Efeito de blogueadores dos receptores glutamatérgicos ionotropicos
na liberagdo de L-glutamato em sinaptosomas cérebro corticais de
ratos induzida pela Fragéo 22.

Os sinaptosomas foram pré-incubados com os bloqueadores MK801 (10 uM) e
CNQX (10 uM) por 30 min e em seguida expostos a acdo da F22 durante 60 minutos,
enquanto a liberacdo de L-Glu foi monitorada. A analise da figura 46 revela que na
presenca dos antagonistas glutamatérgicos isolados, a liberacdo de L-Glu induzida pela
F22 foi inibida em cerca de 80% em relagcdo aquela apresentada somente pela fracéo.
Todavia, estatisticamente pode-se observar uma sutil diferenca entre os efeitos dos
bloqueadores, uma vez que na presenca do CNQX o inicio da liberacdo pela fracdo se
deu a partir dos 5 min, enquanto que com o antagonista MK801 a liberagéo pela fracdo
s0 é iniciada aos 20 minutos, ou seja, resposta € mais tardia.
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Figura 46: Efeito de bloqueadores de receptores glutamatérgicos ionotropicos sobre a liberacédo de L-glutamato em sinaptosomas cérebro corticais de rato induzida
pela Fragdo 22. A liberacdo de L-glutamato por sinaptosomas foi monitorada, a 37°C, na presenca de F22 (30 pg/ml) e em condi¢fes onde os sinaptosomas foram
pré-incubados por 30 min com os antagonistas MK801 (10 uM) e CNQX (10 pM) Os valores da liberacdo de glutamato tiveram subtraidas as médias da liberacéo
basal observada no controle (ndo tratado) em cada tempo, e representam a média £+ SEM (n=3 em triplicata). A anélise estatistica foi feita utilizando ANOVA Two-
way, com pos-teste de Bonferroni, sendo # p<0,05; ## p<0,01; ## p<0,001. No gréafico, os simbolos representam as analises estatisticas em diferentes comparacdes.
Cada simbolo representa um bloqueador e anélise especificos, sendo Fragdo 22 vs MK801+F22 (3$); Fracdo 22 vs CNQX+F22 (*); MK801 vs MK801+F22 (@);
CNQX vs CNQX+F22 (#).
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4.5.1.7. Contribuicéo efetiva dos receptores glutamatérgicos ionotropicos
NMDA e AMPA/Cainato na liberagdo de L-glutamato em
sinaptosomas cérebro corticais de ratos induzida pela Fragdo 22

Diante dos resultados obtidos, investigou-se a participacdo dos receptores
NMDA e AMPA no intuito de tentar esclarecer a contribuicdo de cada um desses
receptores na liberacdo de L-Glu induzida pela F22. Os bloqueadores MK801 (10 puM) e
CNQX (10 pM) foram previamente incubados com os sinaptosomas por 30 minutos,
concomitantemente, e expostos a acdo da F22 na liberacdo de L-Glu durante 60
minutos. Pode-se observar na Figura 47 que na presenca concomitante dos dois
bloqueadores a liberagdo de L-Glu induzida pela F22 foi abolida completamente, dado
revelado através da comparacdo entre o efeito dos blogueadores e o efeito dos
bloqueadores com adicdo da fracdo, uma vez que ndo houve diferenca estatistica
significativa entre estes.

Em complemento, o resultado revela a participagdo de ambos os iGIuR na
liberacdo de L-Glu induzida pela F22, além da dependéncia da ativacdo de ambos 0s

receptores para que ocorra a liberacdo do neurotransmissor.
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Figura 47: Contribuicdo dos receptores ionotrépicos de glutamato NMDA e AMPA na liberagdo de L-glutamato em sinaptosomas cérebro corticais de ratos
induzida pela Fragao 22. O efeito da Fragéo 22 (30 pug/ml) sobre a liberagdo de L-glutamato em sinaptosomas cérebro corticais de ratos foi comparado com o efeito
da fracdo na liberacéo de L-glutamato quando os sinaptosomas foram previamente expostos por 30 min, a 37° C, aos antagonistas MK801 (10 uM) e CNQX (10 uM)
em associacdo. Os valores da liberacdo de glutamato tiveram subtraidas as médias da liberagdo basal observada no controle (ndo tratado) em cada tempo, e
representam a média + SEM (n=3 em duplicata). A andlise estatistica foi feita utilizando ANOVA Two-way, com pés-teste de Bonferroni, sendo ### p<0,001.
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45.1.8. Efeito da variacdo do potencial de membrana na liberacdo de L-
glutamato em sinaptosomas cérebro corticais de ratos induzida pela
Fracdo 22

Na tentativa de esclarecer o papel de cada um desses receptores ionotropicos
glutamatérgicos na liberacdo de L-Glu, induzida pela F22 propés-se verificar qual a
influéncia do potencial de membrana neste processo, através de uma despolariza¢éo na
membrana sinaptosomal, antes do tratamento com a F22. Para isso, utilizou-se o agente
despolarizante KCI (45 mM) e poucos segundos depois foi adicionada a F22.

A figura 48 revelou que, quando a membrana sinaptosomal estd no estado
despolarizado (na presenca do KCI), nos primeiros 10 minutos de exposicdo a fracao, a
liberacdo de L-Glu foi inibida em cerca de 50 %, e que o perfil de liberacéo apds os 10
minutos, mimetizou o apresentado pelo KCI, sem a fracéo.

Comparando os perfis de liberacdo de L-Glu promovida pelo agente
despolarizante KCI e pela F22, pode-se notar que ha diferencas estatisticamente
significativas. Nota-se que a fracdo promove uma intensa liberacdo de L-Glu nos
primeiros 15 minutos, e que apds esse periodo ocorre uma liberacdo que tende a valores
estabilizados até 30 minutos. Ao passo que, 0 KCI causa uma liberacdo progressiva de
L-Glu, que se torna mais evidente apos os 30 minutos de exposigao.

O resultado evidencia que a alteracdo no potencial de membrana prejudicou a
liberacdo de L-Glu induzida pela F22.
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Figura 48: Efeito do potencial de membrana de sinaptosomas cérebro corticais de ratos na libera¢gdo de L-glutamato induzida pela Fracdo 22. Liberagdo de L-
glutamato em sinaptosomas incubados a 37°C, com F22 (30 pg/ml), ou na presenca de F22 e do agente despolarizante KCI (45 mM), ou incubados somente na
presenca de KCI (45 mM) . Os valores da liberacdo de glutamato tiveram subtraidas as médias da liberacao basal observada no controle (ndo tratado) em cada
tempo, e representam a média + SEM (n=3 em duplicata). A analise estatistica foi feita utilizando ANOVA Two-way, com poés-teste de Bonferroni, sendo * p<0,05;
** p<0,01; *** p<0,001. No grafico, os simbolos representam as andlises estatisticas em diferentes comparacdes. Cada simbolo representa um blogueador e anélise

especificos, sendo Fragdo 22 vs KCI (*); Fragdo 22 vs KCL+F22 (#); KCl vs F22+KCI ($).
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45.1.9. Liberacdo de L-glutamato em sinaptosomas cérebro corticais de

ratos induzida por duas toxinas isoladas da Fragéo 22.

Ap0ds verificar-se que a F22 que contem trés toxinas do tipo 3-Ftx (MM=7.119;
7.256; 7.294 Da) induz aumento da liberacdo de L-Glu, decidiu-se verificar se essas
toxinas poderiam de forma isolada, alterar a liberacdo de L-Glu. Duas (MI7256_NTX e
MI7294 NTX) das trés toxinas obtidas em estado puro utilizando-se cromatografia
CIEX seguida de RPC, e identificadas por espectrometria de massas foram utilizadas
nestes ensaios.

A Figura 49 mostra, a liberacdo de L-Glu evocada pela peconha bruta (PB) (5
ug/ml), pela F22 (30 pg/ml) e pelas toxinas MI17256_NTX (1 uM) e MI17294 NTX (10
e 1 uM). Os resultados mostram que as toxinas aumentaram significativamente, a
liberacdo do L-Glu, assim como a peconha bruta e a fracdo, quando comparadas ao
controle. Em uma mesma concentragdo (1 pM), observa-se que a toxina de Ml
7294 NTX induziu uma maior liberagdo do neurotransmissor do que a toxina de Ml
7256 _NTX, a mesma comparacdo ndo pode ser feita em relacdo a PB e a F22,

considerando-se as diferentes concentracdes utilizadas.
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Figura 49: Liberacéo de L-glutamato em sinaptosomas cérebro corticais de ratos por duas toxinas
purificadas a partir da Fragédo 22. As toxinas purificadas, M17256_NTX (1 uM) e MI17294 NTX (1
UM) foram testadas nos ensaios de liberacdo de L-glutamato. Os valores da liberacdo de glutamato
tiveram subtraidas as médias da liberacdo basal observada no controle (ndo tratado) em cada
tempo, e representam a média £ SEM (n=3 em duplicata). KCI (33 mM) foi utilizado como controle
positivo de liberacédo (dados ndo mostrados), e representam a média + SEM (n=3, em triplicata) A
anélise estatistica foi feita utilizando ANOVA Two-way, com pds-teste de Bonferroni, ** p< 0,01;
*** p<0,001. As andlises estatisticas da PB, F22 e Toxinas comparados ao controle mostraram
significancia (p<0,05) da seguinte forma: controle vs PB (a partir dos 10 min); controle vs F22 (a
partir dos 5 min); controle vs MI17256_NTX (1 uM) e MI7294 NTX (1 pM) (a partir dos 5 min);
MI7294 _NTX (10t uM) (a partir dos 10 min).
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5. DISCUSSAO

5.1. CARACTERIZACAO BIOQUIMICA PARCIAL DA PECONHA, FRACOES
E TOXINAS ISOLADAS DA SERPENTE Micrurus I. lemniscatus

Estudos protebmicos e peptiddmicos de peconhas de serpentes Micrurus sp.,
com base na caracterizacdo bioguimica e isolamento dos seus constituintes proteicos e
peptidicos sdo considerados processos morosos e complexos, uma vez que requerem
técnicas e métodos de fracionamento e andlises aprimoradas. Sao utilizadas técnicas
diferentes para tais analises, especialmente a cromatografia liquida de alta pressdo
(HPLC); eletroforese em gel de poliacrilamida 1D (unidimensional) e 2D
(bidimensional) (SDS-PAGE); espectrometria de massas; sequenciamento proteico;
immunoblotting (western blotting). Esta relativa morosidade e complexidade justifica,
em parte, a existéncia de poucos trabalhos publicados com toxinas isoladas ou fracdes
semipurificadas destas peconhas (FOX, et al., 2006).

Ainda justificando a escassez dos trabalhos de venoma e com 0s componentes
isolados das serpentes Micrurus sp., ressalta-se o fato dessas serpentes apresentarem
habito fossorial ou semifossorial, 0 que torna dificil sua captura para a obtencdo de
peconha, e, além disso, ha dificuldade de manutencdo desses animais em cativeiro, em
virtude da dieta especializada e restrita as presas ndo-mamiferos (DA SILVA JR, 2001;
DA SILVA JR, GRIFFIN, & AIRD, 1991)

Tentativas de aprimoramento na resolucdo e eficiéncia na separacdo dos
componentes das peconhas elapidicas tiveram os seus primordios no final da década de
70. Em um dos estudos pioneiros envolvendo o isolamento por HPLC de uma PLA:> de
Micrurus fulvius microgalbineus, foram empregados dois métodos de fracionamento,
uma cromatografia de exclusdo molecular, que gerou cinco fragdes, seguida de uma
cromatografia de troca i6nica originando oito fracfes, sendo uma delas, a toxina pura,
que teve o N-terminal sequenciado (POSSANI et al., 1979).

Em outro trabalho classico e pioneiro com a pegonha da serpente Naja m.
mossambica, desenvolvido por Bougis e col. (1986), observou-se que 0 uso de RPC-
HPLC foi eficaz na separacdo dos principais componentes conhecidos dessas peg¢onhas,
purificados em uma Unica etapa cromatografica. A ordem de eluigdo foi: a-NTX, PLA>

e cardiotoxinas, com uma recuperacao total da atividade biologica. Esse foi um dos
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primeiros trabalhos a descrever o isolamento de uma cardiotoxina (3-Ftx) utilizando-se
como parametro a hidrofobicidade, em HPLC.

Rosso e col. (1996) caracterizaram bioquimicamente uma a-NTX e uma PLA>
de Micrurus n. nigrocinctus utilizando-se RPC-HPLC. A sequéncia da toxina, com 60
residuos de aminoacidos foi determinada e comparada com outras toxinas, com 0 uso
das ferramentas FASTA e CLUSTAL, sendo os dados analisados em banco de dados
NBRF-PIR.

Em outro trabalho caracterizou-se algumas PLA2 e a-NTXs de Micrurus n.
nigrocinctus por meio de fracionamento por HPLC e FPLC (Fast Protein Liquid
Chromatography). A peconha bruta inicialmente foi fracionada por RPC-HPLC. Em
seguida, as amostras foram submetidas a troca idnica em FPLC. Nesse trabalho, foram
realizados ensaios de competicdo com as fragdes obtidas, em nAChR de Torpedo
californica, mostrando que algumas fracdes se ligaram de forma concentracédo-
dependente aos receptores, e outras foram reconhecidas por anticorpos contra
neurotoxina Il e a-cobrotoxina de Naja sp., evidenciando a presenca de o —NTXs de
cadeia curta. O N-terminal de 04 destas toxinas foi determinado. Além disso, observou-
se que outras fragcdes apresentaram atividade fosfolipasica, isolando-se 03 toxinas do
tipo PLA: bésicas, sendo que duas delas (denominadas nigroxina A e B) tiveram seus
N-terminais sequenciados (ALAPE-GIRON, et al., 1996).

Francis e col. (1997) utilizaram FPLC com diferentes condicdes, para a
purificacdo de PLA2 e a-NTXs de Micrurus f. frontalis. Foram obtidas 04 fracdes, cujas
massas moleculares foram determinadas por eletroforese em gel de poliacrilamida. A
fracdo 01, era composta por proteinas de 20 e 9 kDa; a 02, de 9 kDa; e a terceira e
quarta fracdes, por proteinas de massas moleculares entre 18-21 kDa. Essas duas
ultimas foram submetidas a andlise por western blotting, utilizando-se um anticorpo
contra uma PLA: hipotensora/hemorréagica da serpente elapidica Notechis s. scutatus,
que apresentou reacdo cruzada. Com a estratégica metodologica utilizada foi possivel
isolar e identificar a primeira toxina fosfolipasica hipotensora/hemorragica de Micrurus
sp.

Perkins e col. (1995) fez um dos trabalhos de vanguarda, em anélises de massas
moleculares, de moléculas isoladas de peconhas de serpentes, por espectrometria de
massas, evidenciando a presenca de fragOes contendo baixa massa molecular nas
serpentes elapidicas Dendroaspis j. kaimosae (black mamba) e M. fulvius, que foram

submetidas a analises por eletroforese capilar eletrospray (CE-ESI-SIM-MS), ESI-MS
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(eletrospray) e MALDI-TOF-MS. Nas 51 fracOes analisadas de Dendroaspis j.
kaimosae foram detectadas toxinas de massas moleculares entre 6-7, 7-8 e 8-9 kDa. Das
34 fracOes isoladas de M. fulvius foram encontradas toxinas com MM= 6-7 e 7-8 kDa
apenas. Os métodos mostraram-se precisos e promissores na identificacdo das massas
moleculares de cada fracdo, podendo-se perceber as pequenas variagdes entre as massas,
fator limitante na descri¢do de massas pela técnica de eletroforese.

Entretanto, foi apenas no final do século passado que os trabalhos de vendmica
tornaram-se mais refinados e completos, trazendo andlises acuradas de massas
moleculares, de clonagem e expressdo de toxinas e immunoblotting. A combinacdo da
melhor resolugdo da eletroforese bidimensional (2D-PAGE), a alta sensibilidade da
espectrometria de massas aos biocompostos, 0 aumento de depoésitos de sequéncias
proteicas e de DNA em bancos de dados, tem tornado os trabalhos de proteoma,
peptidoma e venémica de alto nivel (FAVREAU et al., 2006; GEVAERT et al., 2000).
Isso vem permitindo uma caracterizacdo minuciosa dos componentes das peconhas de
Micrurus sp. com seus alvos farmacoldgicos, além de possibilitar novas alternativas
para a producdo de antivenenos.

No intuito de se obter constituintes isolados, Oliveira e cols. (2000) clonaram e
caracterizaram uma a-NTXs de M. corallinus; a toxina foi clonada a partir do cDNA da
toxina nxh1, obtido do transcriptoma da glandula de peconha. Essa toxina apresenta 57
residuos de aminodcidos e com sequéncia parcial do  N-terminal
(MICCOIVCYKRHASDSQTTT). Posteriormente, o grupo clonou uma PLA; basica
(MM= 12, 75 kDa) (OLIVEIRA, et al., 2003). Em 2009, foi publicado o trabalho com o
transcriptoma completo da peconha desta serpente. Foram encontradas 1.438 ESTs
sendo que as toxinas representaram apenas 46% dessas. As duas classes de toxinas
proteicas com maior frequéncia foram as 3-Ftx (24%) e as PLA; (15%). Contudo,
outras classes também apareceram como constituintes da peconha, dentre elas, lectinas
do tipo C, precursor de peptideos natriurétricos, metaloproteases e L-amino oxidases.
Ademais, foram selecionados 05 candidatos antigénicos (quatro 3-Ftx e uma PLA>) para
um estudo de imunizagdo por DNA, os quais foram reconhecidos pelo antiveneno
comercial, revelando novas possibilidades para a producéo de antiveneno (LEAO, HO,
& JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO, 2009).

Dal Belo e col (2005) caracterizaram e sequenciaram uma PLA2 (MiDCA 1) de
massa molecular 15,55 kDa, a partir da peconha de Micrurus d. carinicauda. A peconha

foi purificada por RPC-HPLC, em diferentes condicdes, sendo resolvida em 22 fragoes.
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O primeiro trabalho depurado de andlise protebmica de peconhas de Micrurus
sp. foi desenvolvido em 2008, por Olamendi-Portugal e cols, com a peconha de M.
surinamensis. Para tal, foi utilizado fracionamento por RPC-HPLC. Para as analises
qualitativas foram feitas eletroforese 2D-PAGE e espectrometria de massas por
MALDI-TOF e ESI-IT. Nesse trabalho foram isoladas 15 fragdes, possuindo 47 massas
moleculares diferentes, determinadas por ESI-IT e 81 massas determinadas por
MALDI-TOF, sendo que 76 % compreendem toxinas entre 6-8 kDa, em que, a maioria
é constituida por a-NTXs. Nesse trabalho foram isoladas seis toxinas 3-Ftx (sendo Msl
6553, Ms3 6938, Ms11 6671 a-NTXs de cadeia curta, e, Ms2 7299, Ms4 7303 e Ms5
7178, sendo a-NTXs de cadeia longa). As toxinas foram caracterizadas, quanto a acdo
farmacologica, por ensaios eletrofisioldgicos, em linhagem de midcitos,
rhabdomyosarcoma TE671.

Nesse mesmo ano, foram isoladas fragbes de Micrurus |. carvalhoi, por um
Unico passo cromatografico em RPC-HPLC. As fracdes analisadas por ESI-MS: Mix-8
(13,53 e 7,48 kDa), MIx-9 (13,56 e 13,6 kDa), MIx-11 (7,12; 7,19; 7,21 kDa) e MIx-12
(22,3 e 22,37 kDa), foram utilizadas para ensaios in vivo no SNC, sendo determinada a
presenca de PLA2 em duas delas (MIx-8 e MIx-9) (OLIVEIRA, et al., 2008).

Para a caracterizacdo bioquimica da peconha de M. pyrrhocryptus, a estratégia
de purificacdo iniciou-se por cromatografia de exclusdo molecular, seguida de RPC-
HPLC. O perfil da exclusdo molecular gerou 7 fracdes que foram analisadas por 2D-
SDS-PAGE, na qual detectou-se a presenca de dois grupos de toxinas um de 7 e outro
de 14 kDa. As fragcdes foram analisadas por ESI-TOF/MS mostrando a presenca de
quatro toxinas de 12-15 kDa; cinco toxinas 6-7 kDa; duas toxinas 7-8 kDa
(DOKMETIJIAN, , 2009).

Moreira e cols. (2010) isolaram as chamadas frontoxinas (I a VI) a partir da
peconha de M. frontalis, utilizando-se duas estratégias em RPC-HPLC. As fracGes de
interesse foram recromatografadas por RPC-UFLC (Ultra Fast Protein Liquid
Chromatography). Essas Frontoxinas (I a VI) apresentaram as seguintes massas
moleculares: 7098,8; 7013,2; 7496,2; 7996,6; 7746,4; 7790,8, respectivamente, e
sequéncias primarias dos N-terminais com dominios MIC; LIC; LTC e MTC. As
toxinas II, 11l e IV inibiram os potenciais em miniatura da placa motora de rd (Rana
catesbeiana) de modo concentracdo-dependente (0,5; 1; 2 uM) efeito similar & D-

tubocurarina.
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A andlise vendmica da pegonha da M. nigrocinctus, ap6s fracionamento por
RPC-HPLC seguido por eletroforese SDS-PAGE, revelou a presenga de 49 fracGes
contendo toxinas proteicas, sendo 48 % de PLA;, 38 % de 3-Ftx, 4,3 % de
metaloproteinases, 3,8 % de ohanatoxinas, 2,3 % de L-amino oxidases, 2,2 % de
lectinas tipo C, 0,7 % de serinoproteinases e 0,5 % de nucleotidases. Dentre a classe das
toxinas 3-Ftx observou-se a presenca majoritdria de o-NTXs e quatro toxinas
muscarinicas (FERNANDEZ, et al., 2011).

Em outro trabalho, Salazar e cols. (2011) adotaram a metodologia de
purificagdo por exclusdo molecular para a pegonha de Micrurus t. tener, e relataram 16
fracOes, sendo que, F1-F5 apresentaram atividade anticoagulante e antiplaquetéria. Os
constituintes foram analisados por SDS-PAGE e a massa molecular das fracGes de
interesse foi maior que 75 kDa, 0 que é pouco frequente em peconhas de Micrurus sp.

Os proteomas das peconhas de uma espécie de M. mipartitus de duas regies
diferentes da Costa Rica e da Colémbia foram obtidos ap6s o fracionamento por RPC-
HPLC. O perfil gerou 28 fraces da espécime colombiana e 19 fracGes da
costarriquenha, que foram analisadas por SDS-PAGE e MALDI-TOF-TOF/MS. Os
componentes majoritarios dessas pegonhas compreendem 3-Ftx e PLA>, contudo o
perfil protedbmico das duas serpentes, mesmo sendo essas da mesma espécie, mas de
regibes diferentes, demonstrou diferencas em seus constituintes. A serpente
costarriquenha apresentou 83 % de 3-Ftx, 8,2 % de PLA2 e a presenca de 0,3 % de
AChE. J4 a pegonha da serpente colombiana apresentou 61,1 % de 3-Ftx, 29 % de
PLA2 e a presenca de inibidor do tipo kunitz (1,9 %) (REY-SUAREZ, et al., 2011). Isso
ratifica a possibilidade de determinada toxina aparecer em maior evidéncia, ou de nao
estar presente, quando se trabalha com um pool de peconha de regides distintas.

Resultados de um estudo protebmico com a pegonha de M. altirostris foram
comparados com resultados de estudo de analise transcriptdmica, partindo-se da
glandula de veneno. A peconha foi fracionada por RPC-HPLC, apresentando 31 frages,
que foram analisadas por SDS-PAGE e espectrometria de massas ESI-TOF. Para o
transcriptoma foi construida uma biblioteca de cDNA e foram geradas ESTs,
organizadas em categorias, sendo 61 % das categorias referentes as toxinas. O perfil
vendmico revelou como componente majoritario as toxinas de 3-Ftx, por ambas as
técnicas, sendo 79,5 % pela analise protebmica versus 86,4%, por transcriptoma. As

PLA:> ocuparam o segundo lugar, com 13,7 % (proteoma) contra 4,9 % (transcriptoma).
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Outras classes protéicas foram encontradas na peconha, além disso, muitas toxinas
tiveram os seus N-terminais sequenciados (CORREA-NETO, et. al., 2011).

No trabalho de determinacdo do proteoma de quatro espécies de Micrurus sp.
(M. ibiboboca, M. spiixi, M. frontalis e M. lemniscatus), publicado em 2011 por nosso
grupo de pesquisa foi estabelecido 0 método de fracionamento dessas peconhas em duas
etapas cromatograficas por HPLC, sendo a primeira uma CIEX e a segunda RPC. Com
essa metodologia obtivemos sucesso na separacao de diversas classes de toxinas, dentre
elas as 3-Ftx (6-8 kDa), em todas as espécies. Essas peconhas foram analisadas por
espectrometria de massas MALDI-TOF e ESI-Q-TOF, 2D-PAGE e western blotting,
além da determinacdo de sequéncias parciais por Degradacdo de Edman e
sequenciamento de novo, das diferentes toxinas. Os venoma das espécies mostraram
diferencas nas frequéncias e diversidades dos constituintes proteicos e peptidicos
(CISCOTTO, et al., 2011). Essa metodologia ja havia sido utilizada para isolar uma
toxina 3-Ftx, a Mic6c7NTX (MM= 7.043 Da) da peconha da M. ibiboboca, com
atividade sobre os canais Nay de neurdnios do sistema nervoso periferico (DONATO,
2008).

Em recente trabalho, Margres e col. (2013) apresentaram o0 transcriptoma da
glandula de peconha da serpente M. fulvius. Foram identificadas 1.950 moléculas néo-
toxicas e apenas 116 toxinas. As PLA, foram 0s componentes majoritarios, seguido das
3-Ftx, somando-se 86 % dos componentes da pe¢onha. Entretanto, os componentes nao-
toxicos, revelaram o alto grau de complexidade dessa pegonha, associado aos eventos
evolutivos intragendmicos.

Uma o-NTX, MlatAl (MM= 6673 Da), contendo 61 residuos de aminoacidos
foi obtida de M. laticollaris e N-terminal apresentando a sequéncia RYC. Essa toxina
foi clonada e expressa em organismo heterdlogo (CABAJAL-SAUCEDO, et al., 2013).

Comparando-se os trabalhos citados acima com o estudo apresentado no
presente trabalho, percebe-se que, a primeira estratégia de fracionamento escolhida
nesse trabalho (figura 23) compreendeu apenas uma etapa cromatografica por RPC-
HPLC, similar ao proposto por Bougis & Marchot (1986). No presente trabalho,
utilizou-se uma coluna semi-preparativa C18, possibilitando-se a injecdo de uma
concentracdo maior da PB (10 mg de peso seco — 5 mg/ml) e consequentemente, um
rendimento maior de proteinas. O eluente escolhido para a fase mével e o

monitoramento, a 214 e 280 nm, esta de acordo com Rosso e cols. (1996). Moreira e
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col. (2010) também fez uso de uma coluna semipreparativa, C4, em HPLC, porém uma
segunda etapa cromatogréfica foi adotada, em UFLC, com coluna analitica C18.

A segunda estratégia de fracionamento (figuras 27 e 28), uma CIEX seguida por
RPC assemelha-se ao proposto por Alape-Giron e col. (1996), contudo, as colunas
analiticas utilizadas foram diferentes. Essa estratégia cromatogréfica ja havia sido
adotada com sucesso (CISCOTTO et al., 2011; DONATO, 2008), tanto para a anélise
vendmica, quanto para a obtencdo de uma toxina 3-Ftx com elevado grau de pureza. O
perfil de massas moleculares obtido pelo fracionamento da peconha de M. lemniscatus
(tabela 5) aponta uma grande diversidade de toxinas em cada fragéo, sendo essas na sua
maioria de 6-8 kDa. A figura 24 mostra a distribuicdo de proteinas obtidas na primeira
estratégia cromatografica, em que é demonstrada a eluicdo das toxinas 3-Ftx em dois
grupos principais, eluidos em uma faixa de ACN de 19-30% e outro de 32-42%. Os
dados mostram que ha um predominio das massas moleculares de 6 a 8 kDa, que séo
provavelmente referente as toxinas 3-Ftx, que se apresentam com caracter de
hidrofobicidade dividido-as em dois grupos: toxinas que eluem com 20-30 %; e entre
30-40 % de solvente organico. Esses resultados estdo de acordo com os obtidos por
Ciscotto, et. al., (2011). Adicionalmente, a figura 25 revela que a diversidade dos
constituintes dessa pegonha se encontra, majoritariamente, entre as toxinas de 6-8 kDa
(75 %) e em segundo lugar, as de 12-14 kDa (8 %). Comparando essa estratégia com a
adotada por nosso grupo (Ciscotto et. al., 2011), pode-se observar que a estratégia de
uso de cromatografia CIEX seguida por RPC gera um perfil da peconha no qual ndo
estdo presentes algumas das toxinas 3-Ftx, entretanto, toxinas com massa molecular
entre 20-30 kDa e entre 40-45 kDa passam a compor o perfil. Esse perfil ndo se
reproduz quando a peconha é submetida inicialmente a uma cromatografia de fase
reversa. Sugere-se que isso tenha ocorrido pelo fato dessas moléculas ndo terem sido
detectadas pelo MALDI ou ainda que as proteinas maiores foram eluidas junto com a
fracdo que ndo interagiu com a resina da coluna. Um outro fator que pode ser levado em
consideracao € que o pool de peconha utilizado no trabalho publicado em 2011 ndo foi o
mesmo do utilizado nesse trabalho, o que de fato pode trazer variacbes dos
constituintes, de acordo com o que ja foi discutido anteriormente (URDANETA et al.,
2004; DA SILVA JR, 2001; DA SILVA JR, GRIFFIN, & AIRD, 1991).

Todavia, de acordo com Ciscotto e col., (2011), na pegonha de M. lemniscatus
h& presenca de toxinas de massa molecular acima de 16 kDa, que ndo foram observadas

por espectrometria de massas, logo optou-se em fazer um gel para verificar se essas
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proteinas seriam localizadas. No gel foram localizadas as proteinas de alta massa
formando bandas com o peso molecular do padrdo na faixa dos 15 kD, entre 50-60
kDa; entre 80-90 kDa; além de proteinas na faixa dos 220 kDa (figura 26).

Nosso grupo de pesquisa vem obtendo know-how na purificacdo de moléculas de
diferentes tipos de pegonhas e venenos, incluindo as de Micrurus sp., utilizando
cromatografia de troca idnica em uma das etapas cromatograficas (CISCOTTO, et al.,
2011; DONATO, 2008; RATES, et. al., 2007). A escolha do método cromatografico
estd atrelada ao conhecimento prévio da composic¢édo bioquimica da peconha para que
sejam feitas escolhas adequadas do pH do tampéo, trocador i6nico (utilizados na fase
movel) e resina (fase estacionaria), que sdo de fundamental importancia para 0 sucesso
de separacdo (SPADARO, 1997). Contudo, apesar da alta eficiéncia desse método, na
maior parte das cromatografias, obteve-se éxito parcial na separacdo da toxina de
interesse MI17294 NTX.

No presente trabalho, a partir da estratégia de fracionamento adotada, foram
obtidas diversas toxinas de 3-Ftx puras, e cinco com massas moleculares entre 6-8 kDa,
tiveram o seu N-terminal sequenciado (tabela 6). Ademais, baseando-se no estudo de
Perkins & Tomer (1995), o primeiro a analisar por espectrometria de massas MALDI-
TOF-MS a peconha de Micrurus sp., nesse trabalho foram feitas analises utilizando essa
ferramenta, que mostrou-se adequada para a determinacdo das massas moleculares das
fracdes isoladas (tabela 5).

Duas outras estratégias de fracionamento foram adotadas na tentativa de se obter
um maior rendimento das toxinas puras. A terceira estratégia, envolvendo uma CIEX,
seguida de RPC I (coluna analitica Source 5 4.6 150), seguida de uma RPC Il (coluna
analitica Pepmap C18), mostrou-se satisfatoria para a obtencdo de algumas toxinas 3-
Ftx puras (dados ndo mostrados), contudo o rendimento proteico permitiu apenas a
analise por espectrometria de massas, sendo necessarias incontaveis repeticdes para
viabilizar os estudos farmacoldgicos.

Na quarta estratégia, com base em outros trabalhos de fracionamento, optou-se
em realizar uma RPC seguida de AIEX. Em um trabalho realizado por Francis e cols
(1997) usou-se cromatografia de troca anibénica na qual os constituintes da pegonha de
M. frontalis foram fracionados com éxito. De modo similar foi realizada essa estratégia
no presente trabalho, entretanto a fracdo 22, obtida na estratégia 1, ndo pode ser
resolvida uma vez que ndo houve uma boa separa¢do dos seus constituintes por esse

método (dados ndo apresentados).
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Em geral, os trabalhos mais atuais de venoma de serpentes Micrurus sp.
(FERNANDEZ et al., 2011; REY-SUAREZ et al., 2011; CISCOTTO et al., 2011;
MOREIRA et al., 2010; OLAMENDI-PORTUGAL et al., 2008) fizeram suas analises
de massas por MALDI-MS (matrix-assisted laser desorption/ionization), uma vez que
esta técnica é répida e eficiente na deteccdo das massas moleculares de peptideos e
proteinas. Além desses, trabalhos anteriores de protedmica do nosso grupo, com
peconhas de escorpido dentre outras, demonstram 0 sucesso do uso dessa técnica na
caracterizacdo dessas peconhas (PIMENTA et al., 2003; 2001).

Em relagdo a outras técnicas de analises de massas por ioniza¢do, o MALDI
apresenta vantagens por tolerar concentracbes moderadas de sais, apresentar
diretamente a massa molecular, além de detectar amostras em concentracbes minimas
(pmol e fmol) (GLISH et al., 2003; GEVAERT et al., 2000). No presente trabalho,
foram utilizadas duas matrizes para as andlises, a a-ciano e super DHB. A primeira
mostrou-se mais eficiente para a deteccdo de massas entre 5-12 kDa, fracionadas da
peconha de Micrurus I. lemniscatus, e a segunda, quando 0s constituintes proteicos
eram glicosilados (RATES, 2011). Dos trabalhos citados acima, alguns fizeram uso da
matriz a-ciano para as analises de massas.

A escolha do fracionamento da peconha de outras Micrurus sp. em um Unico
passo cromatografico, por RPC, também foi adotada em outros trabalhos, tais como o
que utilizou a peconha de M. nigrocinctus (FERNANDEZ et al., 2011), M. altirostris
(CORREA-NETO et al., 2011), M. dumerilii carinicauda (DAL BELO et al., 2005), M.
mipartitus (REY-SUAREZ et al., 2011), Micrurus . carvalhoi (OLIVEIRA et al., 2008)
e 0s de Rosso et al, 1996 e Bougis & Marchot, 1986. No presente trabalho, utilizou-se
uma coluna semipreparativa C18, o que possibilitou a aplicacdo de 10 a 12 mg de
peconha, 0 que garantiu um bom rendimento proteico das fragbes, permitindo a
realizacdo dos ensaios farmacoldgicos, além de uma maior resolucdo na separacdo dos
componentes proteicos e peptidicos, uma vez que o aumento do nimero de bracos de
carbono na matriz da coluna facilita a separacdo de moléculas de baixo peso molecular
(GUIMARAES & COLLINS, 1997).

Na segunda estratégia cromatografica, representada na figura 27, também
adotada no trabalho publicado em 2011, a peconha bruta apresentou um perfil contendo
dezessete fragcbes. Em cada cromatografia foram utilizados 2 mg da PB, totalizando-se
20 cromatografias (40 mg de PB), monitoradas a 214 nm para ndo negligenciar

moléculas peptidicas, e a 280 nm, possibilitando-se a deteccdo de moléculas que
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continham aminodcidos com anéis aromaticos (RATES, 2011; RATES et al., 2007; DA
SILVA JR e AIRD, 1991) ). Cada fracéo de interesse foi submetida a segunda dimenséo
por RPC, que mostrou ser o método mais eficiente para a obtencdo de moléculas
purificadas do 3-Ftx da peconha de M. lemniscatus (CISCOTTO et al., 2011). O numero
de moléculas com elevado grau de pureza resultante dessa estratégia cromatografica foi
surpreendente, porém, com baixo rendimento protéico, sendo entdo fator limitante para
a caracterizacdo farmacoldgica desses componentes isolados.

Por esse motivo, optou-se em trabalhar com fragdes semipurificadas para a
quase totalidade desse projeto. As toxinas com maior grau de pureza foram utilizadas
para a confirmagdo das atividades farmacoldgicas. Além do mais, € preciso considerar
que muitos efeitos bioldgicos induzidos por peconhas, podem resultar do efeito
sinérgico entre alguns de seus componentes. Neste sentido é desejavel comecar a
investigacdo do efeito farmacoldgico com a peconha bruta, e em seguida avaliar o
efeito de seus componentes purificados e se possivel, concluir os estudos com as
moléculas puras.

As peconhas das serpentes sdo misturas complexas de proteinas e polipeptideos,
muitos deles farmacologicamente ativos, que podem provocar alteracdes especificas
nos mecanismos fisiofarmacologicos de suas presas (URDANETA et al., 2004). Os
componentes majoritarios sdo tipicamente polipeptideos e proteinas de baixas massas
moleculares, ricos em cisteina e com alvos moleculares especificos, correspondendo a
90-95% do peso seco da peconha bruta (St PIERRE et al., 2005).

Analisando-se os perfis cromatograficos versus a distribuicdo dos componentes
presentes nas peconhas de diferentes Micrurus sp, observou-se que, na peconha de M.
nigrocinctus (FERNANDEZ et al. , 2011), o componente majoritario compreende as
PLA> (48 %), seguido das 3-Ftx (38 %). Apareceram também nessa peconha
constituintes de 11 e 14 kDa (3,8 %), que foram parcialmente sequenciados e
apresentaram similaridade com as ohanatoxinas (PUNG et al., 2006). No presente
trabalho, toxinas entre 11-12 kDa (2,5 %) apareceram no venoma da Micrurus I.
lemniscatus. Esta classe de toxinas aparece também na peconha de M. mipartitus (Costa
Rica) (REY-SUAREZ et al. , 2011). Ainda relacionado ao trabalho de Fernandez e cols.
(2011), os espectros de massas mostraram um grande nuimero de toxinas 3-Ftx que
eluem juntas em uma dada fragdo, fato observado também no presente trabalho (dado

ndo mostrado).
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As proteinas de alta massa molecular (40-70 kDa), correspondendo as L-amino
oxidases, nucleotidases e metaloproteinases, que compdem a diversidade do venoma,
por exemplo, de M. nigrocinctus (FERNANDEZ et al., 2011) que ndo haviam sido
detectadas por espectrometria de massas (MALDI-TOF; ESI-Q-TOF) no presente
trabalho. Logo, como haviam sido observadas anteriormente (CISCOTTO et al., 2011),
resolveu-se investigar a possivel presenca dessas moléculas por técninas de SDS-
PAGE. As andlises do gel apresentado na figura 26 mostra a presenca de componentes
entre 50-60; 70-80 kDa. No trabalho realizado por Oliveira e col. (2008), que envolveu
o fracionamento da peconha de M. lemniscatus em etapa Unica de RPC, no qual foram
isoladas 19 fracGes, também ndo foi mencionada a presenca de toxinas de alta massa
molecular.

No trabalho de Ledo e col. (2009) obteve-se o transcriptoma de M. corallinus, e
as enzimas LAO aparecem com massa molecular de 58 kDa. Ja o perfil protedbmico de
M. mipartitus colombiana (REY-SUAREZ et al. , 2011), revelou, por SDS-PAGE, uma
toxina de 68 kDa, que apresentou similaridade com metaloproteinases, e outra com 53
kDa, referente a uma LAO. No mesmo trabalho, na peconha de M. mipartitus
costarriquenha aparece uma metaloproteinase com 60 kDa, e uma LAO com 48 kDa.

Apos a realizacdo de varias estratégias de purificagdo de toxinas nesse trabalho,
obtiveram-se as toxinas 3-Ftx puras com massas moleculares 7.256 Da e 7.294 Da, que
foram utilizadas nos ensaios de liberacdo de L-Glu. Estas toxinas foram eluidas, em
primeiro momento, na fragdo 7 da CIEX, com 0,6 M de NaCl e em seguida, com 30 e
50% de ACN/TFA 0,1%, respectivamente (figuras 27 e e 28). Essas toxinas, juntamente
com a toxina de massa molecular 7.119 Da, compunham a fracdo 22 (figura 23)
resultante da cromatografia de RPC (estratégia 1), eluida com 31,3% de ACN/TFA
0,1%. Esta eluicdo em baixa porcentagem de solvente organico indica uma alta
polaridade e baixa hidrofobicidade das moléculas, o que estd de acordo com ROSSO
(1996), que propde que a-NTXs eluem no inicio do gradiente de ACN.

Nos diversos trabalhos envolvendo peconhas de diferentes espécies de serpentes
elapidicas foram caracterizados varios subtipos de toxinas da familia 3-Ftx. As
peconhas elapidicas dos géneros Naja sp. (AFIFIYAN et al., 1999) e Hemachatus sp.
apresentam toxinas 3-Ftx do tipo neurotoxinas e cardiotoxinas, com massas moleculares
entre 6-9 kDa (BOUGIS et al., 1986). As peconhas das serpentes elapidicas australianas
Oxyuranus sp. e Pseudonaja sp. (St PIERRE et al., 2005; ZAMUDIO et al., 1996), de
Acanthophis sp. (HODGSON & WICKJRAMARATNA, 2006) apresentam a-NTXs de
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cadeias curta e longa com massas entre 6-8 kDa. Os diversos trabalhos de caracterizagéo
bioquimica dos componentes polipeptidicos de Micrurus sp., também mostram a
presenca das o-NTXs de cadeia curta, com massas moleculares entre 6-7 kDa e, com 7-
8 kDa as a-NTXs de cadeia longa (FERNANDEZ et al., 2011; REY-SUAREZ et al.,
2011; CORREA-NETO et al., 2011; CISCOTTO et al., 2011; MOREIRA et al., 2010;
DOKMETJIAN et al., 2009; LEAO et al., 2009; OLAMENDI-PORTUGAL et al.,
2008; DONATO, 2008; OLIVEIRA et al., 2000; ALAPE-GIRON et al., 1996;
PERKINS et al., 1995).

As toxinas em estudo nesse trabalho, MI7294 NTX e MI7256_NTX, foram
nomeadas de acordo com a espécie, MI= Micrurus lemniscatus, seguida da massa
molecular e do grupo de toxinas que compdem, NTX = neurotoxina. Outras
nomenclaturas para as toxinas presentes nas diferentes peconhas sdo descritas, como a
adotada por Olamendi-Portugal e col. (2008), que denominou as toxinas 3-Ftx isoladas
da serpente M. surinamensis de Msl, Ms2, Ms3, Ms4, Ms5 e Msll, todas com
atividades pos-sinapticas. Outro exemplo € visto no trabalho de Moreira e col. (2010),
que denominou as toxinas de “Frontoxinas”, pois essas derivaram da pegonhas de M.
frontalis.. As toxinas isoladas no presente trabalho apresentaram atividade pré-
sindptica, sendo as primeiras toxinas 3-Ftx com atividade pré-sinéptica descritas até o
presente. Portanto, este fato talvez possa também ser considerado numa possivel
padronizacdo da nomenclatura destas toxinas. Uma padroniza¢do na nomenclatura das
toxinas 3-Ftx oriundas de peconhas de serpentes seria fundamental para evitar-se
confusdes na literatura

Através do sequenciamento por degradacdo de Edman, foram obtidas sequéncias
parciais dos N-terminais de algumas das toxinas isoladas de M. lemniscatus (tabela 7):
MI16435 (30 residuos de aa), MI16504 (41 residuos de aa), MI6681 (21 residuos de aa),
MI17527 (51 residuos de aa) e uma das toxinas de interesse, a M17294 NTX (30 residuos
de aa). Pela sequéncia observada para o N-terminal da MI7294 _NTX verifica-se que ha
uma predominancia de aminoacidos com cadeia lateral alifatica (13 residuos): 1-2-5-9-
10-18-21-26-27-29; 7 residuos de aminoacidos com enxofre: 3-7-8-12-14-16-22; 4
residuos de aminoécidos com cadeia lateral com grupamento hidroxila: 4-6-13-25; 4
residuos de aminoacidos acidos: 17-19-20-23; 3 residuos de aminoacidos com anéis
aromaticos: 4, 24,30; 1 residuo de aminoacido basico: 11. A sequéncia total desta
toxina ndo foi obtida até 0 momento devido a limitagdo de material. Novas purificagcdes

estdo em andamento para a concluséo da referida sequéncia.
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E sabido que toxinas 3-Ftx elapidicas, dentro do grupo das neurotoxinas, podem
ser classificadas como a-NTx de cadeia curta, com 60 a 62 residuos de aminoacidos
sendo oito de cisteina formando quatro pontes dissulfeto, ou de cadeia longa, com 66-79
residuos de aminoacidos sendo dez de cisteina, formando cinco pontes dissulfeto
(BARBER et al., 2013; St PIERRE et al., 2005). A toxina MI7294 NTX apresentou
cinco residuos de cisteina no N-terminal e, portanto, é possivel que essa componha um
arranjo molecular com pontes dissulfeto similar as toxinas de cadeia longa.

Associando estrutura e funcdo, um trabalho de revisao escrito por Mouhat et al.,
2004), classifica estruturalmente a arquitetura das toxinas em trés modelos: ICK (B ou
BBB) e trés-dedos (P1PiP2P2P2) e padrdo o/f (BroaPzPiPiPeaPiPi). As primeiras
arquiteturas sdo encontradas em toxinas que agem em canais Nay, as do tipo Bpp estdo
presentes em algumas toxinas que agem em diferentes canais Nay e Ky. O segundo tipo é
encontrado apenas em toxinas da peconha de serpentes Elapidae e Hydrophidae (cobras,
mambas, Kraits e serpentes marinhas). Assim, toxinas de 3-Ftx exibem trés giros -
ancorados (f-stranded) que se estendem de um ndcleo central contendo as quatro pontes
dissulfeto conservadas, e essa aparéncia estrutural € o que nomeia o grupo. O nimero de
toxinas que apresentam a estrutura de dobramento trés-digitos € ilimitado nas serpentes
Elapidae e Hydrophidae (KINI, 2002).

As toxinas obtidas no presente trabalho tiveram suas sequéncias parciais
alinhadas pelo programa BLASTP 2.2.29+, utilizando-se a ferramenta DELTA-BLAST,
em banco de dados de proteinas Swiss-Prot (<www.blast.ncbi.nlm.nih.gov>). Todas as
sequéncias obtidas até 0 momento apresentaram homologia com sequéncias depositadas
de toxinas elapidicas do tipo 3-Ftx (tabelas 6 e 7).

A toxina MI16435 apresentou 62% de identidade e 70 % de similaridade com a
Ms1l (MM= 6.671,0) de M. surinamensis (Olamendi-Portugal et al. 2008), identificada
como uma a-NTX de cadeia curta. Nos ensaios de toxicidade, Ms11 ndo se mostrou
toxica quando injetada em camundongo (5 pg/g) ou peixe (1 pg/g). Entretanto, em
ensaios eletrofisioldgicos de whole cell patch clamp, em linhagem de midcitos
(rabdomiosarcoma TE671), a toxina promoveu forte bloqueio da corrente para sédio nos
nAChR, o que mostra o classico efeito de uma a-NTX.

A toxina MI6504 mostrou 57 % de identidade e 73 % de similaridade com a
mipartoxina-1 (MM= 7.030 Da), de M. Mipartitus, que é uma toxina 3-Ftx de cadeia
curta, do tipo I, sendo o componente mais abundante dessa pegonha, correspondendo a

28 %. Toxicologicamente, mipartoxina-1 apresentou efeito letal potente quando injetada
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(i.p.) em camundongo (0,06 pg/g). Além disso, a toxina promoveu um bloqueio pds-
sinaptico dos NAChR na jungdo neuromuscular de camundongo e de pintainho (REY-
SUAREZ et al., 2012).

Ja a MI6681 mostrou-se homologa ao precursor da toxina muscarinica MTx38
da serpente Ophiophagus hannah, com 67 % de identidade e 100 % de similaridade,
assim como 71 % de identidade e 100 % de similaridade com os precursores das
Erabutoxinas “a”, “b” e “c” isoladas da serpente australiana marinha Laticauda
semifasciata. Essas toxinas possuem entre 61 e 62 residuos de aminoacidos, com
massas moleculares em torno de 7 kDa e diferem apenas por um residuo de aminoécido.
As erabutoxinas “a” e “b” s@o os maiores constituintes da peconha e apresentaram uma
DLso= 0,15 pg/g em camundongo, contra DLso= 0,07 pg/g em ratos. Essas toxinas
bloquearam os receptores da juncdo neuromuscular de anfibios (TAMIYA & ARAI,
1966). Ja a Erabutoxina “c” apresentou uma DLso= 0,13 pg/g em camundongo (i.m.), e
na juncdo neuromuscular de anfibio, inibiu a contracdo muscular evocada pela ACh,
mas ndo a evocada pelo KCI (TAMIYA & ABE, 1972).

A toxina MI17527 também apresentou homologia com a Erabutoxina “c”, porém
com baixa homologia, se comparada a toxina anterior, com 36 % de identidade e 98 %
de similaridade.

Finalmente, a toxina de maior interesse desse trabalho, MI17294 NTX (tabela 7)
apresentou homologia principalmente com outras de 3-Ftx de Micrurus sp., ou seja,
com o precursor da toxina MALTO0063C (F5CPE2.1) de M. Altirostris (79% de
identidade e 93 % de similaridade); com o precursor 3-Ftx1(C6JUP1.1) de M.
corallinus (56% de identidade e 96 % de similaridade) e com a Mipartoxin-1
(B3EWF8.1), de M. mipartitus (63% de identidade e 90 % de similaridade). Corréa-
Neto e col. (2011) caracterizaram a toxina MALTO0063C e o precursor de 3-Ftx1
(C6JUP1), isoladas de Micrurus altirostris. A toxina MALT0063 foi isolada da fracdo
11 e apresenta MM= 6819,6, com a seguinte sequéncia N-terminal parcial, determinada
por degradacdo de Edman: LICYVSKEGAKMTCP. A toxina 3-Ftx1 com massa
molecular proxima a 9 kDa, teve a seguinte sequéncia parcial, determinada por MS/MS:
FYFSYQCTSK. Nenhuma dessas toxinas foi caracterizada farmacologicamente.

Estes resultados de homologia mostram a grande conservacdo estrutural dessa
familia de 3-Ftx. Os resultados de homologia sugerem que as toxinas M16435, M16504,
MI6681 possam ser potenciais bloqueadores dos nAChR da juncdo neuromuscular de

mamiferos e anfibios. Caso sejam ativas nesses receptores, estss toxinas poderiam
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também ser utilizadas como ferramentas farmacoldgicas em estudos para a elucidacao
de doencas neuromusculares como a Miastenia gravis e a Sindrome miasténica
congénita. Entretanto, a possivel acdo destas toxinas nos receptores NAChR devera ser
confirmada.

As moléculas isoladas das pegonhas de Micrurus sp sdo pouco caracterizadas do
ponto de vista farmacoldgico e bioquimico, ressalta-se que muito ha para se explorar do
ponto de vista da bioprospeccdo de moléculas de origem animal, com altos potenciais
para utilizacdo como modelos de drogas na terapéutica. E importante também,
considerar a importancia dessa caracterizagdo para assegurar um melhor tratamento da

patogenicidade promovida pelo envenenamento ocasionado por estas serpentes.

52ESTUDOS DE NEUROTOXICIDADE E EXCITOTOXICIDADE
PROMOVIDOS PELA PECONHA BRUTA, FRACOES E TOXINAS
MI7294_NTX e MI7252_ NTX

Ensaios de toxicidade em modelos in vitro apresentaram um grande avanco para
a investigacao toxicologica, fornecendo ferramentas avancadas e com variaveis mais
controladas, protocolos confiaveis, informacfes sobre mecanismos de acdo. Esses
avancos tém sido possiveis devido a diferentes abordagens com o objetivo de aprimorar
0s testes quimicos e validar os procedimentos e explorar as bases celular e molecular da
toxicidade (ZUCCO et al., 2004).

O uso de cultivo celular em ensaios bioldgicos pré-clinicos in vitro apresentam
vantagens, tais como, o controle fisico-quimico de pH, temperatura, pressao osmatica,
tensdo de CO2 e O, além das condigdes fisiologicas que podem ser mantidas
relativamente constantes (FRESHNEY, 1994). Em linhagens, a cada replicagdo celular
as amostras serdo idénticas e as caracteristicas da linhagem irdo se perpetuar por manter
a homogeneidade dessas amostras. Adicionalmente, a cultura de células de linhagem é
menos dispendiosa do que culturas primarias e testes in vivo, além de reduzir o uso de
animais, evitando-se questdes eticas e morais (FRESHNEY, 1994; CHU, 1995).

As células Neuro-2A constituem um exemplo de modelo de estudo e podem ser
utilizadas para a investigacdo de atividades farmacoldgicas associadas a
neurotoxicidade e neuroprotecdo. Inclusive, podem ser alvos de estudos de vias de
sinalizacdo envolvidas em patologias neurodegenerativas (LEDREUX, KRYS, &
BERNARD, 2009).



149

A atividade neuroprotetora de quatro compostos isolados da alga vermelha
Galaxaura marginata (Ellis & Solander) foi avaliada nas células Neuro-2A, que
revelou, sobre condicGes oxidativas basais, que as substancias alteraram as
concentragdes intracelulares de glutamato, glutamina e alanina, sem alterar o equilibrio
oxidativo das celulas. Além disso, avaliando-se a atividade mitocondrial das células
Neuro-2A (10x10% células/pogo) pelo método de MTT, esses compostos da alga
vermelha produziram uma atividade bifasica no metabolismo mitocondrial, inibindo em
baixas concentracdes (0,5 pg/ml) e estimulando em altas concentracdes (10 pg/ml), a
viabilidade celular, avaliada pela formacdo de cristais de formazan (ROZAS, 2008).
Esse estudo mostrou que essas células funcionam para testes de
citotoxicidade/neuroprotecdo de novos biocompostos, dispondo da maquinaria celular
adequada.

Ensaios de toxicidade celulares vém sendo desenvolvidos para a investigacéo de
atividades citotoxicas e neuroprotetoras de toxinas animais (DANTAS, 2013;
MENDES, 2011; YAN, et al., 2007). Com base nesses trabalhos, inicialmentente optou-
se em usar a linhagem Neuro-2A para a investigacdo da atividade citototoxica da PB em
diferentes concentragfes (5x10° — 1x10° pg/ml). A densidade celular utilizada foi de
5x10° células/pogo, similar ao utilizado por ROZAS (2008). O ensaio com a PB (figura
29) mostrou que ha, provavelmente, duas regides de toxicidade dessa peconha sendo
uma, com toxicidade maxima por volta de 40%, nas concentracdes entre 5x10™* e 25x10°
! ng/ml e outra em torno de 80%, nas concentragdes mais altas (0,025x10° a 0,25x103
pg/ml. Nas concentracdes maiores houve quase que 100% de morte celular, similar a
observada pelo KCI 3 M (controle positivo de morte). Considerando-se o efeito da PB
como um todo, pode-se afirmar que esta apresenta toxicidade de modo concentracéo-
dependente, apresentando ICso por volta de 15x10 e 50x10* pg/ml, para cada regido.
Portanto, a concentracdo de escolha para os ensaios de toxicidade com uso de
blogueadores farmacoldgicos foi proxima a ICso (50x10* pg/ml ou 5 pg/ml).

Méndez e col. (2011) fizeram uso de uma linhagem celular C2C12 (ATCC CRL-
1772), de células miogénicas de camundongos contra diferentes peconhas de serpentes
elapidicas africanas do género Naja sp., e mostraram que a peconha dessas serpentes
apresentaram citotoxicidade a partir da concentracdo de 20 pg/ml. Comparando-se
estes dados com aqueles obtidos com a pegonha da M. lemniscatus (elapidica
americana) pode-se verificar que esta Ultima parece apresentar maior citoxicidade em

relacio as peconhas das serpentes Naja sp. (elapidicas africanas). E provavel que as
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variacoes nos perfis de toxicidade das pegonhas sejam pelas diferengas na composicéo
relativa dos seus componentes. Por exemplo, a peconha da M. lemniscatus apresenta
uma proporcdo maior de toxinas 3-Ftx (75%), quando comparada as pegonhas das
serpentes Naja sp. (cerca de 50%). E necessério enfatizar que, apesar de estar sendo
sugerido que a peconha de M. lemniscatus possa apresentar maior potencial citotoxico,
as linhagens celulares utilizadas nos ensaios com as respectivas pegonhas sao diferentes,
0 que inviabiliza uma comparacéo fidedigna.

Confirmado o efeito citotoxico em linhagem neuronal, a proxima etapa foi
realizar a triagem das fragOes semipurificadas da pegonha da M. lemniscatus pela
estratégia 1 de fracionamento (figura 23), nestas células. Todas as fracGes foram
testadas na mesma concentragdo da PB (50x10 pg/ml ou 5 pg/ml) e a maioria causou
reducdo da viabilidade celular (figura 30A-D). As fracbes F1 a F8 (figura 30-A)
apresentaram toxicidade por volta de 40 a 60 %, enquanto que, para as fragcdes de F9 a
F21 (figura 30-A; B) a toxicidade foi acima de 60 %, algumas chegando a quase 100 %.
Um outro grupo de toxinas, entre F22 a F28 apresentou toxicidade por volta de 40 a 60
% (Figura 30-C). Ja as ultimas fracdes eluidas com maior concentracdo do solvente
organico demostraram toxicidade abaixo de 40 % (figura 30-D).

Observando-se a figura 31-A, percebe-se nitidamente que hd uma regido do
perfil obtido da peconha fracionada, com caracteristicas capazes de promover a morte
celular nesta linhagem de neuroblastoma. Em relacdo as propriedades fisico-quimicas
inerentes a esta regido da peconha, pode-se dizer que as moléculas apresentam
hidrofobicidade moderada, uma vez que sdo eluidas com 23 a 29 % de ACN. Essa
regido contém toxinas abundantes, principalmente com massas moleculares entre 6-7
kDa (tabela 5), oriundas de RPC. Vérios pesquisadores observaram que as peconhas
elapidicas, entre elas as de Micrurus sp., possuem toxinas com 60 a 65 residuos de
aminoécidos do tipo 3-Ftx (KINI & DOLEY, 2010; 2002), com suas massas
representadas na figura 31-B. Dessa classe de 3-Ftx, nesta faixa de massas moleculares,
podem ser citadas as a-NTX de cadeia curta (BARBER, ISBISTER, & HODGSON,
2013) e as cardiotoxinas e citotoxinas (TSETLIN, 1999). As fracGes do presente estudo
apresentam como constituintes protéicos apenas 3-Ftx (6-8 kDa). Ja uma segunda regido
contendo toxinas com menor toxicidade (F29 a F42), compreende uma faixa de elui¢éo
com maior concentracdo de ACN, por volta de 35 a 52 %, em que aparecem em alta
frequéncia as toxinas de 7 a 8 kDA e as toxinas acima de 12 kDa (tabela 5).

Correlacionando-se a morte celular promovida pela PB, referente as duas regides
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distintas de toxicidade e as suas respectivas fracdes, € provavel que as toxinas de maior
citoxicidade representem aquelas que saem com menor porcentagem de ACN, sendo as
3-Ftx, ao passo que, as toxinas com menor toxicidade sejam representadas pelas PLA:
ou toxinas 3-Ftx do tipo a-NTX de cadeia longa ou MT toxinas.

Os envenenamentos por serpentes Elapidae compreendem uma verdadeira
emergéncia médica devido a progressdo rapida da Sindrome da Cobra (CHIPPAUX,
2007). Esta sindrome caracteriza-se, principalmente, por estresse respiratorio,
formigamento na regido da picada, as vezes anestesia local que se estende por todo o
membro afetado. Sinais ndo especificos como: angustia, ndusea, vomitos, dor
epigéstrica, cefaléia, sede, convulsdo e perda da consciéncia sdo também relatados
(LARRECHE et al., 2008). As serpentes brasileiras do género Micrurus (serpentes
corais, familia Elapidae) provocam envenenamentos severos em humanos, caracterizado
por uma neurotoxicidade de rapida evolucdo, que pode ser fatal (OLIVEIRA et al.,
2008).

E sabido que, os sintomas clinicos associados ao SNP, como a paralisia motora e
insuficiéncia respiratdria, ocorrem devido ao bloqueio dos nAChR, presentes na placa
motora (VITAL BRAZIL, 1987). Entretanto as causas das perturbages fisiologicas no
SNC ainda ndo foram esclarecidas.

O hipocampo €é a regido mais utilizada para estudos das alteracbes
morfofisiolégicas do SNC, como na isquemia. Essa regido apresenta um arranjo
neuronal relativamente simples, quando comparado as outras regides encefalicas
(BROAD, 1984 apud PAGNUSSAT, 2005).

Logo, para a investigacdo do efeito citotdxico promovido pela PB e fragcdes da
M. lemniscatus, utilizou-se cultura primaria de neurénios hipocampais de ratos neonatos
até cinco dias de nascidos. Esta cultura apresentou majoritariamente neurénios
piramidais (regides CAl e CA3), com distintos dendritos apicais, alguns dendritos
basais e um Unico axonio (BANKER, 1977).

A figura 32 mostra o0s ensaios cronico 24 h (figura 32-C) e agudos de 1 (figura
32-A) e 3 horas (figura 32-B) com neurbnios hipocampais no 7° dia de cultura,
incubados com a PB, o que permitiu fazer uma analise da viabilidade celular em
diferentes tempos e concentracdes da pegonha. O tempo de 1 hora de exposicdo a PB so
apresentou toxicidade na concentracdo mais alta, enquanto que os tempos de 3 e 24 h
reduziram a viabilidade celular dos neurbnios hipocampais a partir das concentragdes

menores, em torno de 40 %. Na concentracdo mais alta, no tempo de 24 h, houve uma
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reducéo da viabilidade celular de 60 %. Quando comparadas as diferencas de toxicidade
entre os trés tempos (figura 33), verifica-se que, de 1 e 3 horas houve diferenca
estatistica em todas as concentragdes, salvo na concentracdo mais alta, enquanto que,
entre os tempos de 3 e 24 horas ndo houve diferenca. Entretanto, ndo se pode comparar
o0s dados in vitro com os in vivo, considerando-se que a¢do da pegonha in vivo € bem
mais complexa, e deve-se ainda levar em conta a travessia da barreira hematoencefalica.

Em teste de citotoxicidade realizado com neurdnios hipocampais de embrido de
ratos em cultura (3,5x10* células /poco), expostos a PB-bungarotoxina, uma PLA2
isolada da serpente Bungarus multicinctus, verificou-se morte celular de modo dose-
dependente (107 a 10° M), utilizando-se os ensaios de liberagdo de LDH e MTT, e
KCI (250 mM) como controle. Mostrou-se também, que a morte celular estava
relacionada ao aumento de Ca?* e & formacdo de ROS de modo tempo-dependente.
Verificou-se ainda que, essa morte celular é dependente de célcio intra e extracelular, e,
por meio da técnica de TUNEL mostrou ser um evento apoptético (SHAKHMAN et al.,
2003).

A maior parte dos ensaios de viabilidade celular, representados pelas figuras 29-
36, foi avaliada utilizando-se 0 método de MTT, sendo que, quase todos 0S ensaios
foram realizados ap6s 24 horas de tratamento com a PB ou frages. Esses ensaios de
toxicidade sdo adotados como testes padrdo pelo FDA (U.S. Food and Drug
Administration), de acordo com a Organizacdo Internacional para Standardization (1SO)
(10993-5: 2009 - para avaliagdo bioldgica de dispositivos médicos: testes para
citotoxicidade in vitro; 1SO 10993-12: 2007 - para avaliacdo bioldgica de dispositivos
médicos: preparacdo de amostras e materiais de referéncia), sendo dessa forma, um
ensaio barato, seguro e confiavel (FDA, 2012).

Ademais, varios trabalhos envolvendo toxicidade celular tém empregado o
método do MTT, dentre eles, o trabalho de Bouazir e cols. (2006), que testou o efeito da
toxina T-2, isolada do fungo Fusarium fungi em linhagem de macrofagos. Esses autores
utilizaram também, para avaliacdo de toxicidade, o ensaio de captacdo pelo vermelho
neutro (CVN) método igualmente, utilizado nesta tese.

O cerebro € um dos 6rgdos metabolicamente mais ativos, requerendo duas vezes
mais energia que o coracdo em repouso. Este tecido representa 2% da massa corporal do
homem adulto e consome em torno de 20% do total de O disponivel para o organismo.
Tendo em vista que a fosforilacdo oxidativa é responsavel pela quase totalidade de ATP

produzido no SNC, a regulacdo da respiracdo mitocondrial torna-se essencial para o
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correto metabolismo energético cerebral (ERECINSKA et. al., 1994). Neste sentido, a
disfungdo mitocondrial tem sido apontada como o0 mecanismo-chave na
neurodegeneracdo induzida por estimulos agudos e crénicos (MURPHY, 1999).

Estudos mostram que a apoptose neuronal apresenta um importante papel em
condigdes neurodegenerativas, incluindo isquemia cerebral, e doencas como Alzheimer,
Parkinson ¢ Huntington’s (RUBERG, et. al.,1997; PETTMANN e HENDERSON,
1998).

Um dos poucos trabalhos relacionando a neurotoxicidade central promovida por
componentes isolados da pegonha de M. lemniscatus mostrou, por ensaios histologicos,
que nas regides CAl, CA3, CA4 e do giro denteado, que houve injuria hipocampal
severa, levando a uma neurodegeneracéo e gliose (1-2,86 pg/ul, quando injetados i.v.
em camundongos machos). A dose mais elevada da fracdo (4,3 ug/animal) foi capaz de
ocasionar neurotoxicidade e morte dos animais (OLIVEIRA, et al., 2008). Os nossos
resultados de toxicidade, avaliados por MTT em neurbnios piramidais de hipocampo,
apontam para uma neurotoxicidade da PB devido ao comprometimento da integridade
mitocondrial dos neurénios piramidais e granulares de hipocampo, 0 que poderia estar
associado aos eventos apoptoticos.

A toxicidade é um evento complexo que apresenta amplo espectro de efeitos,
envolvendo desde alteracfes funcionais e metabdlicas até a morte celular, sendo esta
subdividida em apoptose ou necrose (EINSENBRAND, 2002).

O CVN caracteriza-se por se acumular nos lisossomas de células viaveis
(FOTAKIS e TIMBRELL, 2006) que incorporam esse corante vital, ligeiramente
catiénico. De acordo com a capacidade lisossomal de incorporar o corante, é possivel
distinguir células viaveis das injuriadas ou mortas. Os ensaios realizados no presente
trabalho mostraram que a PB em diferentes concentracdes, prejudicou a viabilidade da
membrana lisossomal (figura 37). Apenas a partir da concentracdo de 5x10° pg/ml
houve redugdo mais acentuada da viabilidade celular através da integridade lisossomal
dos neurdnios piramidais, quando expostos por 24 h, com 30-45% de morte celular. Os
resultados sugerem que, apenas concentragcdes mais elevadas de PB poderiam promover
morte celular por necrose.

Injarias reversiveis ou irreversiveis levam a célula a apoptose ou necrose,
dependendo do tempo e/ou intensidade do estresse ao qual a mesma é submetida.

Estudos revelam que a apoptose e a necrose ndo sdo necessariamente, caminhos
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patoldgicos distintos, apresentando muitas vezes 0s mesmos mensageiros, ativadores ou
inibidores bioquimicos (FORMIGLI, 2000).

As imagens de fluorescéncia (figura 38) com calceina-AM e 1-homodimero de
etidio indicam que, a partir da concentracdo de 5x10° ug/ml de PB ha um aumento
pronunciado de morte celular de modo dependente de concentracéo.

Em trabalho recentemente publicado pelo grupo de Sandoval e col. (2014)
mostrou-se que neurdnios hipocampais tratados com duas PLA2 (MIx8 e MIx9),
isoladas da PB de M. lemniscatus, por 1 e 3 h, na concentracdo de 7,4 nM, mostraram a
formagdo de vacuolos citoplasmaticos cheios com detritos celulares. Os aglomerados de
mitocdndrias apresentaram estruturas mitofagicas semelhantes, que sdo incomuns para
os padrBes de morte celular programada por autofagia. Finalmente, demonstrou-se que
as duas toxinas induziram uma morte celular hibrida com apoptose, autofagia e
caracteristicas necroticas. Nesse trabalho também foi demonstrado um aumento do
calcio citosolico na presenca da fracdo em sinaptosoma (figura 45). Resultados
preliminares de vias de morte celular realizados em cultura de hipocampo com a PB
indicaram haver morte por apoptose e necrose (dados ndo mostrados). Logo, conforme
0s resultados com neur6nios de hipocampo em cultura, pode-se concluir que ha fortes
indicios da participacdo das vias apoptdtica e necrotica.

Toxinas protéicas de animais sdo conhecidas por perturbar 0s processos
fisioldgicos ao se ligarem a elementos chaves como a um receptor, canal iénico ou uma
enzima (TREMEAU, et al., 1995). No intuito de investigar a participacio de algum
receptor ou canal i0nico, nos eventos de citotoxicidade, foram utilizados antagonistas e
agonistas farmacologicos.

Os mAChR sdo divididos em cinco subtipos (M1-M5), que estdo distribuidos de
modo distinto no SNC e SNP (CAULFIELD & BIRDSHALL., 1998). Em nivel central,
sabe-se que o subtipo M1 modula a excitabilidade de neurdnios hipocampais inibindo a
liberacdo de L-Glu para as fibras colaterais de Schaffer (FERNANDEZ DE SEVILLA
& BUNO, 2003) e M4 medeia a supressdo colinérgica da liberagdo de L-Glu (SHIREY
et al., 2008).

Como ja era conhecido que a pegonha da M. lemniscatus apresenta
majoritariamente toxinas do tipo 3-Ftx sendo estas, a-NTX, com agdes sobre os NAChR
pos-sinapticos e MTs, com agdes sobre os mMAChR, resolveu-se investigar se estes
receptores colinérgicos poderiam estar envolvidos nos eventos de citotoxicidade. Para

tal, foram utilizadas drogas que interferem em diferentes niveis do sistema colinérgico
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(um antagonista inespecifico muscarinico - atropina, um antagonista inespecifico
nicotinico - D-tubocurarina, um agonista inespecifico dos receptores colinérgicos -
carbacol e um bloqueador da enzima acetilcolinesterase (piridoestigmina). Para 0s
ensaios farmacologicos, a concentracdo de escolha da PB foi de 5 pg/ml, uma vez que
esta apresentou uma reducdo da viabilidade celular em cerca de 58%. Os resultados
mostraram que o pré-tratamento com atropina e piridostigmina ndo reverteram a
toxicidade ocasionada pela PB, ao passo que, a D-tubocurarina parece ter revertido a
toxicidade (figura 34). 1sso mostra que esse blogueador impediu a toxicidade pela PB, o
que poderia ser explicado pela grande presenca de toxinas do tipo a-NTX (CISCOTTO,
2011).

Ja os canais Nav sdo alvos moleculares para varios grupos de neurotoxinas que
provocam fortes alteracdes funcionais nos canais por se ligarem a sitios e subtipos de
canais especificos (CESTELE e CATTERALL, 2000; CATTERALL, et al., 2007).
Farmacologicamente, as toxinas que apresentam o0s canais Nay, como alvos
farmacoldgicos podem ser classificadasr em trés grupos, baseados em seus efeitos
funcionais e pela localizacdo dos seus sitios receptores: (i) toxinas bloqueadoras do
poro; (ii) toxinas que afetam o gating dos sitios receptores imersos na membrana; (iii)
toxinas que afetam o gating dos siitios receptores extracelulares (CESTELE e
CATTERALL, 2000). No entanto, a figura 36 mostra que o bloqueio do poro do canal
Nav ndo impediu a morte neuronal ocasionada pela PB indicando que, possivelmente
esses canais ndo sdo alvos farmacologicos preferenciais dessa peconha. Para
confirmagdo desse resultado, ensaios eletrofisiologicos de whole cell patch clamp em
neurdnios periféricos do ganglio da raiz dorsal foram executados e ndo revelaram
bloqueio das correntes sensiveis e resistentes a TTX (dados ndo mostrados). Ademais,
0s Nay séo essenciais para 0s eventos de neurotransmissdo, uma vez que sua ativagao
altera o potencial de membrana do neurdnio pré-sinaptico que consecutivamente ira
induzir a abertura dos canais Cay, ocorrendo a entrada de Ca®" para a liberagdo do NTs
na fenda sinaptica.

Classicamente, é sabido que o L-Glu também age como uma substancia tdxica,
causando a morte neuronal quando niveis elevados desse NTs sdo liberados por
periodos prolongados (FORLENZA, 2005; ROGAWSKI & WENK, 2003).

Os ensaios com os antagonistas dos iGIuUR MK801 (NMDA) e CNQX (AMPA/
cainato) demonstraram que o blogueio do receptor de NMDA impede a citoxicidade

ocasionada pela PB de M. lemniscatus (figura 35). Isto pode ser ratificado pelo trabalho
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de Rammsayer (2006), em que o evento de toxicidade pode ser desencadeado pela
atividade excessiva dos receptores de NMDA e pelo influxo de Ca?* nos neurdnios,
elevando a concentracdo citosolica deste ion. Esse evento ocorre, em parte, devido a
transferéncia desse cation para a matriz mitocondrial, que é carregada negativamente.
Niveis elevados de Ca?* mitocondrial podem influenciar na funcdo dessa organela,
como por exemplo, na fosforilagdo oxidativa/cadeia transportadora de elétrons, bem
como na producéo de espécies reativas de oxigénio, que sdo consequéncias oriundas dos
eventos de toxicidade mediada pelo L-Glu (McALLISTER et al., 2008)

Estudos prévios revelaram que apeconha de M. lemniscatus possuia apenas
NTXs do tipo a-NTX, ou seja, com atividade em receptores pds-sinapticos (VITAL
BRAZIL, 1987; CECCHINI, et al.,, 2005). Entretanto, estudos recentes de nosso
Laboratorio (Montandon, 2013) mostraram que a PB de M. lemniscatus liberou L-Glu
de sinaptosomas cérebro-corticais de ratos, que é um modelo pré-sinaptico. Nesse
trabalho a PB (1x10* 1 e 10 pg/mL) promoveu a liberacdo de L-Glu (cerca de 4
nmol/mg de proteina). Portanto, mostrou-se pela primeira vez que, essa peconha
apresenta atividade farmacologica pré-sinaptica no SNC, o que poderia estar
correlacionado as perturbagdes neuroldgicas apresentadas no quadro de envenenamento
por esta serpente. No entanto, ndo se pode afirmar com certeza esta correlagéo,
considerando-se a falta de informacfes sobre a permeabilidade da barreira hemato-
encefalica, aos componentes desta pegonha.

A hipdtese da excitotoxicidade glutamatérgica reporta que, estados excessivos
de L-Glu causam disfungdes neuronais e degeneracbes (LAU, et al., 2010). A
excitotoxicidade estaria relacionada, primeiramente, com injdrias isquémicas no SNC e
com patologias com mecanismos similares, e em segundo lugar, com injurias
traumaticas cerebrais. A exacerbacdo na liberacdo desse NTs de modo crénico, estaria
associada as doencas neurodegenerativas, além de ser responsavel pelos mecanismos
agudos de excitotoxicidade (SPEDDING et al.,, 2003; LAU et al., 2010). Essa
neurotransmissdo alterada pode aumentar o influxo de Ca?* iniciando uma cascata de
sinalizac&o intracelular, resultando em estresse oxidativo (FLORES, et. al., 2011).

Considerando-se os resultados dos ensaios de citotoxicidade em neurdnios
hipocampais, em que os iGIuR do tipo NMDA estariam envolvidos na reducdo da
viabilidade celular promovida pela PB e, considerando-se também que essa pegonha

promove a liberacdo de L-Glu em sinaptosomas cérebro-corticais, optou-se por
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investigar quais vias e tipos de receptores poderiam estar mediando tais processos, ou
seja, neurotoxicidade central e liberagdo de L-Glu.

O hipocampo e o cortex possuem importante papel em funcbes cognitivas. O
mecanismo biologico através do qual essas duas estruturas interagem para processar
uma informag&o e formar uma memoria, ainda ndo esta bem esclarecido. E sabido que
existem conexdes entre 0 hipocampo e o cortex e essa integracdo, em parte, € mediada
através de nucleos do tdlamo (BOKOR et al., 2002; VERTES, 2002).

Cultura primaria de neurdnios hipocampais de ratos neonatos apresentam dois
tipos de células piramidais com apices dendriticos distintos, alguns dendritos basais e
um ax6nio emergindo do pericério. As células piramidais das regides superior (CAl) e
inferior (CA3), apesar de apresentarem diferencas de tamanho e na aparéncia
morfoldgica, possuem conexdes aferentes, que em cultura formam conexdes sinapticas
entre si. Nestas culturas, cerca de 2% sdo constituidos de células ndo-neuronais do tipo
fibroblastos, que se diferenciam em astrécitos apds 24 h de cultura (BANKER, 1977,
GROMOVA, et. al., 1983).

Os principais componentes do cértex cerebral compreendem neurénios
piramidais, correspondendo a 70% e neurdnios intrinsecos, que compreendem células de
Golgi tipo Il e de ax6nio curto que apresentam conexfes excitatorias e
inibitérias (VALVERDE, 2002). Logo, parece que a maquinaria das células piramidais
do hipocampo e coOrtex apresentam similaridades estruturais, além de
neuroanatomicamente apresentarem conexdes diretas.

Sinaptosomas cérebro-corticais sdo constantemente empregados como modelos
pré-sinapticos para estudos de liberacdo e modulacdo de NTs do SNC (ALEKSEENKO
et al., 2012). Alguns trabalhos utilizando toxinas isoladas de artrépodes (SILVA, 2012;
VIEIRA et al., 2003) e de serpentes (LOMEU et. al., 2014; MONTANDON, 2013)
foram realizados no intuito de avaliar a liberagdo de L-Glu promovida por estas toxinas
e peconhas utilizando essa técnica.

A viabilidade das vesiculas sinaptosomais foi checada através da atividade da
enzima lactato desidrogenase (figura 39). A LDH constitui uma classe de isoenzimas e
sdo consideradas como marcadores citoplasmaticos, uma vez que sdo encontradas no
meio extracelular apenas ap6s a lise da membrana plasméatica. No cérebro estdo
presentes as fragdes LDH>>LDH3>LDH:>LDH4 (MOURA et. al., 2008). Sobrenadantes
resultantes do meio de incubagdo de sinaptosomas com a PB (5x10*a 500 pg/mL), a
F22 (5x10% e 5 pg/mL) ou a toxina MI17294 NTX (1 puM) foram testados quanto a
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atividade da LDH. Os resultados indicaram que PB, bem como seus constituintes
testados, nas condicOes utilizadas para os testes farmacoldgicos, ndo afetaram a
integridade da membrana sinaptosomal.

Demonstrou-se neste trabalho que a F22 (MM= 7.199, 7.256, 7294+10 Da)
induziu a liberacdo de L-Glu de modo tempo e concentracdo-dependentes (Fig.42).
Verificou-se que, nas condi¢Oes experimentais testadas, a maior liberagdo de L-Glu pela
F22 foi de 2,3 nmol/mg, valor este, ja descontado da liberacdo basal que foi em torno de
3 nmol/mg. O KCI (33 mM), um agente despolarizante, utilizado como um controle
positivo de liberacdo, apresentou uma liberagéo por volta de 12 nmol/mg (Fig 41). Este
controle positivo indica que os sinaptosomas estdo funcionais, o que valida os ensaios
de liberacao.

Considerando-se o que ja foi afirmado acima, que a PB de M. lemniscatus
promoveu neurotoxicidade em neurénios, o que foi inibido pelo blogueio dos iGIuR do
tipo NMDA, e que estes receptores estariam envolvidos no mecanismo de
excitotoxicidade. Resolveu-se investigar a possivel participacdo dos iGIUR na liberagédo
de L-Glu evocada pela F22. O resultado observado (figura 46) indicou que a liberacédo
de L-Glu foi reduzida quando os sinaptosomas foram pré-incubados com o MK801, a
partir de 15 min de incubagcdo com a F22 (30 pg/mL). Entretanto, quando os
sinaptosomas foram pré-incubados com 0 CNQX, a inibicao da liberacdo de L-Glu pela
F22 pareceu ser mais acentuada e ocorreu de modo mais precoce, iniciando com 10 min
de incubacéo. Os iGIuR estdo envolvidos direta ou indiretamente com o influxo de Ca®
no SNC, além de estarem comprometidos nos eventos de excitotoxicidade.

Choi (1985) mostrou que o influxo de Ca®* via receptores de NMDA, seria a
causa da neurotoxicidade em células de neurdnios piramidais corticais. Posteriormente,
foi proposto que esses receptores poderiam ser essencialmente, 0s responsaveis pela
entrada de Ca?* mediando os processos neurodegenerativos (TYMIANSKI et al., 1993).
Logo, foi de fundamental importancia a investigacdo da participacdo do calcio na
liberacdo de L-Glu promovida pela F22.

Foram utilizados bloqueadores especificos de canais Cav do tipo N (o-
conotoxina GVIA), do tipo P/Q (w-agatoxina IVA) e do tipo L (Nifedipina). O resultado
demonstrou que os canais Cay do tipo N, P/Q e L tém um papel importante na liberacdo
de L-Glu pela F22, entretanto, ndo bloqueiam 100% da liberagdo (Figuras 43 e 44).
Alamilla & Gillespie (2013) mostraram que ensaios eletrofisiolégicos em fatias de

cérebro dos nucleos mediais do corpo trapezoide, que fazem parte do sistema auditivo,
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o0s canais Cav do tipo L, P/Q e N tiveram uma contribuig&o significativa na liberacdo de
L-Glu em animais recém-nascidos (P3), contudo, em animais acima de 10 dias de vida
(P10-P12) , a liberagdo de L-Glu passou a ser mediada pelos canais P/Q principalmente,
seguidos dos canais do tipo N. Ou seja, apesar de ter sido observada uma aparente maior
reducdo da liberacdo de L-Glu pela F22 na presenca do blogueador nifedipina, esse
evento pode esta relacionado a baixa participacdo desses canais na liberacdo de L-Glu.
Em adicdo, no SNC os canais Cay do tipo L sdo encontrados na maior parte das vezes
no soma e dendritos e ndo nos termianais axonicos (TSIEN, et. al., 1988). Em
complemento, observou-se que quando utilizado os bloqueadores Cadmio e Niquel,
bloqueadores inespecificos de todas as correntes de Ca?* sensiveis a voltagem, a
liberacdo de L-Glu até os 20 min ndo foi inibida significativamente (dados nao
mostrados) mostrando a possivel participacdo de outra via, que ndo exclusivamente
através dos canais Cay, N0 mecanismo de liberagdo desse NT elicitada pela F22.

Para confirmar se a liberacdo de L-Glu pela F22 seria dependente de Ca?* foram
utilizados quelantes de célcio extracelular (EGTA) e intracelular (BAPTA-AM). O
resultado obtido mostrou que a liberacdo de L-Glu elicitada pela F22 era completamente
dependente do Ca?* extracelular, uma vez que esta foi abolida totalmente na presenca do
EGTA e do EGTA+BAPTA (figura 45). O resultado mostrou também que até os
primeiros 20 min houve um prejuizo na liberacdo de L-Glu quando os sinaptosomas
foram pré-incubados com 0 BAPTA, evidenciando a participacdo do célcio intracelular
no processo de liberacdo. O bloqueio pelo BAPTA foi parcialmente revertido no
decorrer do tempo, pressupondo-se que os estoques do quelante intracelular tenham sido
saturados com a entrada Ca?* extracelular. Entretanto, ndo foi utilizada uma ferramenta
de fluorescéncia especifica (FLUO-4 AM, FLUO-3 AM ou FURA2-AM, por exemplo)
para confirmar essa hipétese.

Em sintese, os experimentos de viabilidade celular apontaram que a toxicidade
promovida pela PB em neurbnios piramidais e granulares de hipocampo (pré-/pos-
sinapticos) era revertida na presenca do antagonista do receptor iGIUR do tipo NMDA;
que esses receptores permeiam a entrada de Ca?* nos neurdnios, e a exacerbacgio desse
influxo pode promover eventos de excitotoxicidade. Em contrapartida, em modelo pre-
sinaptico de sinaptosoma cérebro-cortical, os canais Cay estdo envolvidos parcialmente
na liberacdo de L-Glu elicitada pela F22 isolada da PB, e que essa liberagdo é

dependente de Ca?* intra e extracelular. Logo, a proxima pergunta seria se a F22 estaria
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funcionando como um agonista do receptor de NMDA e desse modo, contribuindo para
0 aumento de Ca®" intracelular.

Os resultados mostraram que os antagonistas MK801 e CNQX aboliram cerca de
78-80 % da liberacdo de L-Glu promovida por F22 quando incubados separadamente
(figura 46) ou em associacdo (figura 47). Um trabalho realizado por Shashank &
Murray (2003) com neurdnios neocorticais de embrides de murino em cultura, avaliou o
influxo de Ca?" através dos receptores AMPA/cainato na presenca de diferentes
bloqueadores dos canais Cay e iGIuR. Eles mostraram que o tratamento com o
antagonista MK801 (100 nM) e wo-agatoxina IVA (100 nM) reduziram
significativamente o influxo de Ca®*, ndo observado quando tratados com nifedipina (1
uM) e w-conotoxina GVIA (100 nM). Além disso, o tratamento com o antagonista do
iGIuUR AMPA/cainato NBQX aboliu completamente o influxo de Ca®". Logo, 0s
autores concluiram que a ativacdo do iGIuR AMPA/cainato é acompanhada pela
ativacdo do receptor de NMDA e dos canais Cay tipo P/Q. No presente estudo, o
bloqueio dos iGIuR pelos antagonistas MK801 e CNQX mostrou que houve uma
reducdo quase total na liberacdo de L-Glu pela F22, assim como que o canal Cay do tipo
P/Q tive uma participacédo significativa inibindo cerca de 57 % da liberagdo de L-Glu
promovida pela F22.

Os receptores de AMPA medeiam a transmissao sinaptica rapida do SNC e estdo
envolvidos em eventos fisiolégicos como a sinaptogénesis e plasticidade sinaptica
(SONG & HUGANIR, 2002). Ademais, esses receptores sdo heterogéneos e podem
conter quatro subunidades GIuR1-GluR4, sendo que a presenca da subunidade GluR2
torna o receptor impermeéavel ao Ca®*. O influxo de Ca®* pelos receptores AMPA que
ndo contém a subunidade GIuR2 modula a transmissdo sinaptica e a comunicacao entre
neurdnios e células da glia (LIU & CULL-CANDY, 2000). Tendo em vista que 0s
receptores AMPA/cainato para serem ativados necessitam que 0 neurdnio se encontre
no potencial de membrana em repouso, para investigar se de fato haveria uma real
participacdo de desses no mecanismo de liberagdo de L-Glu promovido pela F22,
decidiu-se promover uma despolarizacdo da membrana na presenca do agente
despolarizante KCI (45 mM) associado a F22 (figura 48), o que de fato foi confirmado
pela inibigdo parcial de 50 % da liberagdo de L-Glu nos primeiros 10 minutos de
experimento. Mostrando haver de fato a participacdo dos iGIUR AMPA/cainato na

liberagdo de L-Glu induzida pela F22.
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Por fim, investigando-se qual toxina da F22 seria a responsavel pela liberacao de
L-Glu foram testadas duas toxinas puras das trés presentes nessa fracdo. O resultado
observado mostrou que ambas sdo responsaveis pela liberacdo de L-Glu porém com
perfis diferentes de liberacdo (figura 49). A toxina MI7256 _NTX apesar de ser
majoritaria na fragdo, parece ser responsavel pela liberacdo de L-Glu nos primeiros 5
minutos, agindo de forma sinérgica com a toxina MI7294_NTX, que seria a
responsavel pela liberacdo continua deste NT. Vale ressaltar ainda que pelo ensaio de
LDH, a F22 e a toxina MI7294 NTX ndo aumentaram a atividade dessa enzima (figura
39), indicando que o mecanismo de liberacdo de L-Glu ndo-espontaneo (pré-sinaptico)
ocorre via receptor.

Por outro lado, é possivel que o mecanismo de acdo de uma ou ambas toxinas 3-
Ftx seja por ativacdo do receptor AMPA/cainato pré-sinaptico, que por sua vez
promoveria a despolarizagio da membrana pelo influxo de Na'/Ca’*. Esta
despolarizagdo levaria a remogdo do ion Mg?* do receptor de NMDA (pré-sinaptico),
permeando a entrada de mais Ca?*, bem como ativando os canais Cay e, aumentando
ainda mais o influxo desse ion e de L-Glu, gerando uma excitotoxicidade em neurdnios
pos-sinapticos. Estudos prévios mostraram que o influxo de Ca®' pelos receptores
AMPA/Cainato contribuem para a excitotoxicidade mediada pelo L-Glu (BRORSON,
MANZOLILLO, & MILLER, 1994; LU, et. al.,, 1996). O L-Glu liberado estaria
ligando-se aos receptores glutamatérgicos pos-sinapticos de AMPA/Cainato e, em
especial ao de NMDA, contribuindo para os eventos de neurotoxicidade no SNC,
observados no quadro de envenenamento por estas serpentes.

Adicionalmente, esse estudo mostra novas possibilidades para outras
investigacGes com a peconha da serpente Micrurus lemniscatus e outras elapidicas. O
presente trabalho evidencia pela primeira vez, a acdo pré-sindptica de toxinas 3-Ftx

dessa peconha e suas a¢des sobre o sistema glutamatérgico.
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6. CONCLUSOES

O presente trabalho envolvendo a peconha de Micrurus lemniscatus permitiu as

seguintes conclus@es, que estdo agrupadas por etapas do trabalho:

A) PURIFICACAO E CARACTERIZACAO QUIMICA:

e A peconha é complexa e de dificil purificacdo, sendo que, um Unico passo
cromatografico (RPC) nao foi suficiente para o isolamento de toxinas envolvidas
nos eventos de toxicidade celular e liberacdo de L-glutamato, interesse maior
deste estudo. Contudo a metodologia utilizada gerou fracdes semipuras com
bom rendimento protéico;

e O fracionamento bidimensional por cromatografia liquida de alta pressdo (CIEX
seguida de uma RPC) possibilitou a obtencdo de toxinas puras, cujas sequéncias
N-terminais foram determinadas, o que permitiu, por busca de similaridade em
bancos de dados, suas identificacdes e inferéncias de suas fungoes;

e A diversidade desta peconha foi evidenciada e mostrou conter: toxinas trés-
digitos, (MM= 6-8 kDa), identificadas como componentes majoritarios da
peconha, PLA> (12-16 k

e Da); toxinas de 11, 9 e 8 kDa e peptideos (1 e 3 kDa). Estas moléculas, na sua
quase totalidade, sdo ainda inexploradas, no que concerne a estudos bioquimicos
e farmacoldgicos;

e As toxinas trés-digitos, obtidas em estado puro e com N-terminal sequenciado,
apresentaram similaridade com outras toxinas trés-digitos ja caracterizadas, do

tipo citotoxinas e a-neurotoxinas de outras Micrurus sp. e serpentes elapidicas.

B) ESTUDOS DE CITOXICIDADE

e A peconha bruta foi capaz de promover citotoxicidade em células de linhagem
neuronal Neuro-2A de neuroblastoma de camundongo, nas concentracfes de
5x10* pg/ml a 1000 pg/ml, expostas por 24 horas;

e A varredura (screening) das fragdes semipuras obtidas pelo fracionamento da
peconha bruta, indicou uma regido (FragOes 9 a 22) que apresentou moderada e

alta citotoxicidade em células de linhagem neuronal, Neuro-2A;
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e A peconha bruta causou citotoxicidade nos neurdnios hipocampais, apenas no
tempo de incubagio de 24 h, nas concentragdes de 5x10° a 5x102 e 5 pg/ml
avaliadas pelo método de MTT, o que indica possiveis eventos apoptéticos
envolvidos que necessitam ser explorados;

e A citotoxicidade basal promovida pela peconha bruta nos neurdnios
hipocampais foi parcialmente revertida na presenca do blogueador
glutamatérgico ionotropico do receptor de NMDA,;

e A viabilidade da atividade lisossomal dos neurdnios hipocampais (expostos por
24 h) foi afetada na presenca da peconha bruta, em quase todas as concentragdes
testadas, o que mostra o possivel envolvimento de eventos de necrose;

e Os ensaios de morte celular, por fluorescéncia, demonstraram qualitativamente,
a morte neuronal de modo concentracdo-dependente;

e A integridade sinaptosomal pelo ensaio da enzima lactato desidrogenase nédo foi
aparentemente prejudicada pela Fragdo 22 e toxina MI7294 _NTX, nas doses

testadas.

C) ESTUDOS FARMACOLOGICOS - LIBERACAO DE L-GLUTAMATO

e A Fracdo 22 contendo trés toxinas trés-digitos (MI7119 NTX; MI7256 NTX;
MI7294 NTX) induziu a liberacdo de L-glutamato em sinaptosomas cérebro -
corticais de ratos adultos jovens, de modo concentragao-dependente;

e A liberacdo de L-glutamato induzida pela Fracdo 22 é dependente de célcio extra
e intracelular, sendo abolida completamente na auséncia do calcio extracelular;

e Os canais Cay pré-sinapticos participam da liberagdo de L-glutamato pela Fracéo
22, contudo o bloqueio destes ndo inibe completamente a liberacdo do
neurotransmissor;

e A liberacdo de L-glutamato induzida pela Fracdo 22 é abolida, de forma
significativa, com o bloqueio dos receptores de NMDA e de AMPA/Cainato;

e Alteragdes no potencial de repouso da membrana sinaptosomal (despolarizacéo
pelo KCI) reduziram a liberacédo de L-glutamato induzida pela Fragdo 22, o que
da suporte ao envolvimento dos receptores de AMPA/Cainato no evento de
liberacdo de L-glutamato;

e Das toxinas isoladas MI7256_NTX e MI7294 NTX da Fragéo 22, duas foram

testadas e causaram liberacdo de L-glutamato, em conformidade com o
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observado pela Fracdo 22. Uma destas toxinas foi mais potente em liberar o
neurotransmissor (M17294 NTX);

Enfim, neste trabalho evidenciaram-se as primeiras toxinas trés-digitos de
Micrurus sp. com atividade pré-sindptica, e atividade sobre o sistema

glutamatérgico.

D) POSSIVEL MECANISMO

E possivel que o mecanismo de acdo de uma ou ambas toxinas 3-Ftx seja por
ativacdo do receptor AMPA/Cainato pré-sinaptico, que por sua vez promoveria a
despolarizacdo da membrana pelo influxo de Na*/Ca?". Esta despolarizacio
levaria a remocgdo do fon Mg?" do receptor de NMDA (pré-sinaptico),
permeando a entrada de mais Ca?*, bem como ativando os canais Cay do tipo
P/Q, N e L, aumentando ainda mais o influxo desse ion e, por consequéncia,
liberando mais L-Glu, o que geraria uma excitotoxicidade em neurbnios pds-
sinapticos. O L-Glu liberado estaria ligando-se aos receptores glutamatérgicos
pos-sindpticos de AMPA/Cainato e, em especial ao de NMDA, contribuindo
para 0s eventos de neurotoxicidade no SNC, observados no quadro de
envenenamento por estas serpentes (figura 50).
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Legenda:
(1) As toxinas MI7256_NTX e/ou MI7294_NTX da F22
ativam os iGluR de AMPA/Cainato pré-sinapticos;
(2) Ocorre uma despolarizacgdo da membrana do

neurbnio pré-sinaptico pelo influxo dos ions Na' e
ca’’ pelo iGIuR de AMPA/Cainato;
(3) A despolarizagdo da membrana remove o Mg2+ do
iGIuR de NMDA permeando a entrada de mais Ca2+;
(4) A despolarizagdo da membrana ativa os Ca, do tipo
P/Q, N e L, aumentando ainda mais o influxo de ca”’;

(5) A entrada do ca”’ promove a fusdo das vesiculas
contendo o neurotransmissor L-Glu liberando o
mesmo na fenda sindptica;

(6) O L-Glu ativa os iGIuR de AMPA/Cainato e de NMDA

pos-sinapticos, permeando a entrada de ca’’ nos
neurdnios pds-sinapticos, e gerando excitotoxicidade;
(7) As toxinas MI7256_NTX e/ou MI7294_NTX da F22
ativam o IiGIUR de AMPA/Cainato pdés-sinapticos

. 2+ . .
aumentando o influxo de Ca e contribuindo com a
neurotoxicidade.

Figura 50: Provavel mecanismo de acdo da toxinas 3-Ftx M17294 NTX e MI7256_NTX presentes na F22 isolada da pe¢onha da serpente Micrurus lemniscatus .
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PERSPECTIVAS

e Obtencdo da sequéncia completa por degradacdo de Edman e/ou
sequenciamento de novo por MALDI TOF-TOF MS das toxinas trés-digitos
MI7256_NTX e MI7294 NTX isoladas da peconha de Micrurus lemniscatus;

e Ensaios de toxicidade celular com as toxinas isoladas pelos métodos
colorimétricos de MTT e CVN e por microscopia de fluorescéncia com calceina-
AM/etidio em células de linhagem neuronal Neuro-2A e de neurdnios
piramidais hipocampais e corticais de ratos;

e Ensaios de ciclo celular e fragmentacdo de DNA por citometria de fluxo
utilizando anexina V-FITC e iodeto de propidio para a investigacdo do
envolvimento da peconha bruta e das toxinas MI7256_NTX e MI7294 NTX na
inducdo de apoptose celular;

e Ensaios fluorimétricos de liberacdo de L-glutamato em sinaptosomas cérebro
corticais e hipocampais de ratos adultos, com as toxinas MI7256 NTX e
MI7294 NTX e os bloqueadores glutamatérgicos ionotropicos, visando-se
estudar o mecanismo de acéo destas toxinas;

e Ensaios de microscopia eletronica para a analise da sintese, estocagem e
liberacdo de L-glutamato em sinaptosomas cérebro-corticais e hipocampais de
ratos adultos na presenca da peconha bruta e das toxinas MI7256 NTX e
MI7294 NTX de Micrurus lemniscatus;

e Ensaios de competicdo com as toxinas MI17256_NTX e MI7294 NTX e ligantes
radioativos triciados de receptores ionotropicos glutamatérgicos NMDA e
AMPA/Cainato em neurdnios piramidais hipocampais e corticais de ratos;

e Registros eletrofisioldgicos extracelulares ex-vivo em cortes histoldgicos de
cortex e hipocampo de ratos com as toxinas MI7256_NTX e MI7294 NTX na
presenca de bloqueadores dos receptores ionotropicos glutamatérgicos NMDA e
AMPA/Cainato;

e Ensaios de biodistribuigéo in vivo com as toxinas MI7256_NTX e MI7294_NTX
marcadas com tecnécio, em ratos adultos, com énfase no sistema nervoso
central;

e Estudos para se verificar a possivel permeabilidade das toxinas pela barreira

hematoencefalica.
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