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SALMO 90
Tu reduzes o homem a destruicdo; e dizes: Tornai-vos, filhos dos homens.

Porque mil anos séo aos teus olhos como o dia de ontem que passou, e como a vigilia

da noite.

Tu os levas como uma corrente de agua; sdo como um sono; de manha sao como a

erva gque cresce.
De madrugada floresce e cresce; a tarde corta-se e seca.
Pois somos consumidos pela tua ira, e pelo teu furor somos angustiados.

Diante de ti puseste as nossas iniquidades, 0os nossos pecados ocultos, a luz do teu

rosto.

Pois todos os nossos dias vao passando na tua indignagéo; passamos 0S N0SS0S anos

COmMO um conto que se conta.

Os dias da nossa vida chegam a setenta anos, e se alguns, pela sua robustez, chegam
a oitenta anos, o orgulho deles é canseira e enfado, pois cedo se corta e vamos

voando.
Quem conhece o poder da tua ira? Segundo és tremendo, assim € o teu furor.
Ensina-nos a contar 0s nossos dias, de tal maneira que alcancemos cora¢fes sabios.
Volta-te para nos, Senhor; até quando? Aplaca-te para com o0s teus servos.

Farta-nos de madrugada com a tua benignidade, para que nos regozijemos, e nos

alegremos todos 0s nossos dias.
Alegra-nos pelos dias em que nos afligiste, e pelos anos em que vimos o mal.
Apareca a tua obra aos teus servos, e a tua gléria sobre seus filhos.

E seja sobre nos a formosura do Senhor nosso Deus, e confirma sobre nos a obra das

nossas maos; sim, confirma a obra das nossas maos.

vii



"Viver é optar, discernir, criticar, analisar, deduzir, avaliar, abstrair criar. Acredito que
nossas criangas precisam de: alimentagao, desenvolvimento cognitivo, afetivo e
psicomotores. A escola n&o precisa ser a convencional. E preciso, sim, ambientac&o
educativa e facilitadores de aprendizagem dispostos, motivados e motivadores. Com
vida! O essencial sera a vida. Sera a vivéncia da vida do pré-escolar, tudo mais vira por

acréscimo.”

Luiz Almeida Marins Filho
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RESUMO:

O género Bothrops é o responsavel pela maioria dos casos de envenenamento por
serpente no Brasil. Sabe-se que os venenos destas serpentes (“jararaca”, "jararacugu”,
"urutu-cruzeiro”, "cotiara", "jararaca-do-rabo-branco”, "malha-de-sapo”, "patrona“,
"surucucurana”, "comboia”, "caicara"), bem como, a maioria de suas fracfes, tem acao
miotdxica. Porém, alguns destes venenos e fracbes atuam sobre a juncao
neuromuscular, em sua porcado pré-sinaptica, através de mecanismos ainda nao
elucidados. O presente trabalho procurou esclarecer a agcdo molecular de alguns destes
compostos (toxinas BmjeTX-I e BmjeTX-Il do veneno de B. marajoensis) sobre a jungéo
neuromuscular, na tentativa de descobrir se estes atuam de alguma forma no arranjo
das vesiculas sinapticas ou ainda nos mecanismos de exocitose e reciclagem do
neurotransmissor. A realizacdo das técnicas propostas permitiu caracterizacdo
ultraestrutural, utilizando microscopia eletronica de transmissdo, da juncao
neuromuscular de ave e, a identificacdo por imunohistoquimica e western blotting, da
presenca ou auséncia das proteinas relacionadas a juncdo neuromuscular,
especificamente a proteina sinaptofisina, presente na vesicula sinaptica, e as proteinas
sinaptobrevina e SNAP-25, constituintes do complexo SNARE, presentes na vesicula
sinaptica e na membrana pré-singptica da juncdo neuromuscular, viabilizando
relacionar os achados de microscopia eletrénica, imunohistoquimica e western blotting
aos dados miogréaficos que caracterizam tais toxinas como compostos de agdo pré-
singptica. A marcacdo negativa para sinaptofisina, sinaptobrevina e SNAP-25, por
imunohistoquimica e western blotting, bem como, os achados ultraestruturais, levam a
concluir que a acdo neurotoxica pré-sinaptica das toxinas BmjeTX-l e BmjeTX-Il é
resultante da perda das vesiculas sinapticas antes mesmo de sua ancoragem na
membrana do neurbnio para exocitose do neurotransmissor, dada a diminuicdo na
densidade destas vesiculas no botdo nervoso e da perda das proteinas sinaptofisina, e
de alteracbes na maquinaria da exocitose dada a perda de sinaptobrevina e SNAP-25,
levando ao bloqueio da resposta contratil, evidenciado pela miografia. Além disso,
alteracbes na mielinizacdo das Células de Schwann podem ser uma um indicio de
danos a estrutura do nervo, num efeito pds-sinptico independente.

Palavras-chave: toxinas botrépicas, neurotoxicidade, miotoxicidade, miografia,
microscopia, western blotting, sinaptobrevina, sinaptofisina, SNAP-25.



ABSTRACT:

The genus Bothrops are responsible for the majority of snake envenoming cases in
Brazil. It is known that the venom of these snakes ("pit viper", "jararacugu”, "urutu-
cross", "cotiara", "pit viper-white tail", "frog-loop”, "patron” "surucucurana", "combdia”,
"caicara" as well as most of its fractions, have myotoxic effects. However some of these
venoms and their fractions act on the neuromuscular junction through presynaptic
mechanisms not yet elucidated. The present study aimed to understand the molecular
effect of some of these compounds (BmjeTX-l and BmjeTX-Il toxins isolated from B.
marajoensis snake venom) on the neuromuscular junction trying to find out if these
toxins affect somehow the arrangement of synaptic vesicles or the mechanisms of
neurotransmitter exocytosis and recycling. The proposed techniques allowed the
ultrastructural characterization of avian neuromuscular junction, by transmission electron
microscopy and the investigation of these toxins effects on the pre-synaptic region of the
neuromuscular junction, by immunohistochemistry and western blotting for the related
neuromuscular junction proteins, as synaptophysin, a specific synaptic vesicle protein,
synaptobrevin and SNAP-25, proteins from SNARE complex and constituents of the
synaptic vesicle and the pre-synaptic membrane. The negative reaction for
synaptophysin, synaptobrevin and SNAP-25, by western blotting and
immunohistochemistry, and the ultrastructural findings lead the conclusion that the
neurotoxic presynaptic effect of BmjeTX-l1 and BmjeTX-Il toxins result from the loss of
synaptic vesicles before their anchorage in the membrane of the neuron to
neurotransmitter exocytosis, which can be explained by the decrease in the density of
these vesicles into neuron button and the loss of synaptophysin, and by the damage of
the exocytosis machinary explained by the loss of synaptobrevin and SNAP-25 proteins,
resulting in the blockage of the contractile response evidenced by myography. In
addition, changes in the ultrastructure of the Schwann cells, specifically in the
myelination, indicated damage to the nerve structure parallelly to changes in the muscle
fibers, independently of the post-synaptic effect.

Key-words: bothropic toxins, neurotoxicity, myotoxicity, myography, microscopy,
western blotting, synaptobrevin, synaptophysin, SNAP-25.
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1. INTRODUCAO

As serpentes do género Bothrops (familia Viperidae) sdo uma das causas mais
frequentes de acidentes ofidicos na América Latina, sendo 87,5% dos casos de
acidentes botropicos contra 9,2% de acidentes crotalicos e 3,3% de acidentes
atribuidos aos venenos laquéticos (2,7%) e elapidicos (0,6%), com pequenas variacdes
de acordo com distribuicdo geogréaficas das serpentes (BRASIL, 2008; Ribeiro e Jorge,
1997).

O género Bothrops apresenta 32 espécies e subespécies que estdo distribuidas
nas Américas, desde o México até a Argentina (Hoge e Romano, 1973). Em todo o
territério nacional foram identificadas 17 delas (Cardoso et al., 2003).

As Bothrops sédo abundantes em regides rurais e periferias de grandes cidades,
preferindo ambientes Umidos como matas, areas cultivadas e locais onde haja
facilidade para proliferacdo de roedores. Tém habitos predominantemente noturnos ou
crepusculares, apresentam grande variedade de cores, de tamanhos variados (40
centimetros a 2 metros de comprimento) e podem apresentar comportamento agressivo
quando ameacadas desferindo botes sem produzir ruidos. Podem também ser
encontradas em arvores, entocadas a beira de rios ou dentro d’agua (Puorto, 1992).
Tais caracteristicas biologicas destas serpentes justificam a maior ocorréncia de
acidentes ofidicos nestas areas, atingindo, em sua maioria, 0s membros inferiores de
homens na faixa etaria de 19 a 49 anos (FUNASA, 2009).

S&o conhecidas popularmente por “jararaca”, “jararacugu”, “urutu-cruzeiro”,
“cotiara”, “jararaca-do-rabo-branco”, “jararaca-pintada”, “malha-de-sapo”, “patrona”,
“surucucurana”, “combdgia”, “caigara”, entre outras denominacgdes (Melgarejo, 2003).

Ao longo da escala evolutiva, a saliva das serpentes foi sofrendo transformacdes
quimicas, adquirindo potencial de neutralizar e digerir suas presas. Qualitativamente os
venenos de serpentes sdo compostos por uma mistura de compostos organicos de
baixo peso molecular como carboidratos, serotonina, histamina, citrato e nucleosideos;
ions inorganicos, como calcio, cobre, ferro, potassio, magnésio manganés sodio,

fosforo, cobalto e zinco (Kini, 2003).



Entretanto, a maior parte dos compostos presentes no veneno (90 a 95% do
peso seco) é formada por proteinas (Tu, 1996), como fosfolipases A,, proteases,
hialuronidases, L-aminoacido oxidases, acetilcolinesterases, fatores de crescimento,
ativadores de proteina C, lectinas, peptidios, representados principalmente por
potencializadores de bradicinina e desintegrinas (Kini, 2003), metaloproteases e as
serinoproteases (Matsui et al., 2000).

Na Ameérica Latina, os envenenamentos por viperidios caracterizam-se por uma
fisiopatologia complexa que inclui efeitos locais como mionecrose, dermatonecrose,
hemorragia, edema, dor, e em casos moderados e severos, alteragdes sistémicas como
coagulopatias, sangria, choque cardiovascular e insuficiéncia renal aguda (Ponce-Soto
et al., 2007).

Apesar dos venenos botropicos, em geral, ndo produzirem sinais aparentes de
neurotoxicidade ap0s o envenenamento, estudos in vitro indicam que varios desses
venenos produziram bloqueio neuromuscular em preparacdes isoladas de anfibios,
aves e mamiferos (Cogo et al., 1993; Costa et al., 1999; Lébo-Araujo et al., 2002; Borja-
Oliveira et al., 2003; Galbiatti et al., 2012, Oshima-Franco et al., 2004).

Tais achados da literatura relacionados a neurotoxicidade dos compostos
presentes nos venenos bothrépicos justifica a necessidade da sua caracterizacdo
objetivando indentificar os possiveis mecanismos de acdo, pré e poés-sinapticos

observados.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Serpentes

As serpentes (Ordem Squamata) constituem o mais numeroso grupo de répteis
com cerca de 3.000 espécies distribuidas em 465 géneros. Estdo inclusas na classe
Reptilia, subclasse Lepdosauria, tendo cerca de 410 espécies venenosas, porém este
namero € bastante variavel, reflexo da complexidade de formas e auséncia de
conhecimento profundo das relacdes filogenéticas destes animais (Barraviera, 1993;
Melgarejo, 2003).

De acordo com McDowell et al.; (1987) estes animais sao classificados em 2
subordens, 7 superfamilias e 19 familias. A superfamilia Colubridea abrange a maioria
das espécies (BRASIL, 2001; Melgarejo, 2003). Com cerca de 250 espécies, a familia
Elapidae tem ampla distribuigdo mundial com representantes em todos os continentes.
Na Ameérica, seus principais exemplares sdo as popularmente conhecidas “cobras
corais”. Na fauna brasileira ha cerca de 20 representantes desta familia, sendo a
maioria pertencente ao género Micrurus (Campbell e Lamar, 1989; Roze, 1996). A
familia Viperidae possui cerca de 34 géneros e mais de 200 espécies de serpentes. A
maioria destas espécies pertence ao género Bothrops, enquanto poucas fazem parte do
género Crotalus e do género Lachesis (Jorge e Ribeiro, 1990).

No geral as serpentes apresentam uma distribuicdo territorial quase universal,
mas habitam, principalmente, as regibes temperadas e tropicais. Apesar de sofrerem
interferéncias morfolégicas adaptativas aos diversos ambientes onde sao encontradas,
conservaram um padrdo bastante homogéneo: o corpo extremamente alongado, sem
apéndices locomotores e cintura escapular; perda da sinfise mandibular (perda da
sutura 0ssea das hemimandibulas, substituida por um ligamento) e perda de palpebras
moveis. Os 6rgdos internos sdao como o0s demais vertebrados, porém sempre
conservando um formato alongado e a principal diferencga reside na auséncia de bexiga

urinaria. S&o quase exclusivamente carnivoras, alimentando-se de presas inteiras,



vertebrados e invertebrados, e cagam com o auxilio de estruturas quimiossensiveis,
fossetas loreais (Wong et al., 2009).

Algumas espécies sdo dotadas de glandulas produtoras de venenos e um
aparato inocular com pressas (Russel e Dart, 1991), como as serpentes das familias
Elapidae e Viperidae (BRASIL, 2001; Melgarejo, 2003). Dentre as Elapidae destacam-
se as najas, do continente asiatico, e as mambas, do continente africano, cuja picada é
fatal se ndo administrado o antiveneno rapidamente. O potente aparato inoculador das
Viperidae, bem como, seus venenos (Campbell e Lamar, 1989), atribue a esta familia
um alto grau de importancia do ponto de vista da saude publica, uma vez que grande
parte dos acidentes ofidicos registrados no continente americano envolve suas
espécies (BRASIL, 2001).

2.2. Bothrops marajoensis

Bothrops marajoensis (Marajo lancehead) € encontrada na llha de Maraj6 (Par4,
Brasil) e possivelmente em planicies costeiras do Delta do Amazonas (Hoge e Romano,
1973; Campbell e Lamar, 1989), Amapa e nas regides equatoriais do estado do
Maranhdo (Hoge e Romano, 1973; Campbell e Lamar, 2004). Esta espécie é parte do
complexo Bothrops atrox, que compreende populacdes de médio e de grande porte de
serpentes distribuidas nas zonas tropicais desde a América Central a América do Sul
(Wdster et al., 1998).

Apesar de compor um dos géneros mais importantes e bastante estudados na
familia dos viperideos, esta espécie € ainda pouco conhecida, talvez pelas
controvérsias em torno de sua classificacao (Campbell e Lamar, 1989; Wolfgang et al.,
1996).

B. marajoensis é uma serpente terrestre de médio porte, com aproximadamente
1 metro e meio de comprimento e tonalidade marrom oliva, exibindo de marcas de cor
marrom para preto sobre o corpo em formato triangular para trapezoide. Tem cabeca

pontiaguda e iris bronze (Hoge e Romano, 1973; Campbell e Lamar, 1989).
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Figura 1: Bothrops marajoensis: serpente adulta em cativeiro. Fonte: www.herpetofauna.at
2.3. Envenenamento botrépico

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) estima-se que ocorram, em
nivel mundial, aproximadamente, 2.500.000 acidentes por serpentes peg¢onhentas por
ano, com 125.000 mortes (Chippaux, 1998).

No Japdao a incidéncia é de aproximadamente 1/100.000 habitantes e a letalidade
€ inferior a 1%. Na Europa, Estados Unidos e Canada, os acidentes ofidicos sao
relativamente raros, cerca de 90% dos 8.000 envenenamentos ocorridos por ano sao
hospitalizados, resultando entre 15 a 30 casos fatais. Na Africa, a frequéncia dos
acidentes ofidicos € precariamente documentada. Dos 500.000 casos de acidentes
ofidicos, 40% s&o hospitalizados, resultando em 20.000 6bitos por ano. Na Asia os
acidentes ofidicos provocam de 25.000 a 35.000 oObitos por ano (Chippaux, 1998).

Entre os paises sul-americanos, o Brasil € o que apresenta maior numero de
casos com cerca de 20.000 acidentes ofidicos por ano (Pereira e Pinho, 2001).
Somente no ano de 2005 foram notificados pelo Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificagdo (SINAN) 97.244 envenenamentos por animais pegonhentos, dentre os quais
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as serpentes contribuiram com 28.702 casos (29,52%) (BRASIL, 1998; Lemos et al.,
2009). J& no ano de 2009 foram 121.217 envenenamentos, 29.670 casos por serpentes
(24,48%). De acordo com o Ministério da Saude (MS), as serpentes do género Bothrops
sdo as principais envolvidas nos acidentes ofidicos no pais. No periodo de 1990 a
1993, foram responsaveis por 90,5% dos 65.911 casos de picadas de serpentes
(BRASIL, 1998), com taxa de letalidade de 0,31%.

O perfil clinico-epidemiolégico dos acidentes ofidicos depende da distribuicdo
das espécies dentro de cada regido, dos habitos destes animais e do grau de exposicao
das populagbes humanas a estes agentes. Segundo Bochner e Struchiner (2002), a
epidemiologia dos acidentes ofidicos no Brasil se manteve inalterada nestes ultimos
100 anos. Os dados demonstram que o0 sexo masculino é o mais acometido. A faixa
etaria coincide com a idade onde a forca de trabalho no campo é maior (BRASIL, 2001).

As alteracdes clinicas decorrentes dos acidentes por serpentes do género
Bothrops vao de complicacdes no local da picada, como edema, dor, hemorragia e
mionecrose (Vital Brazil, 1972; Pellegrini Filho e Vital Brazil, 1976) até alteracGes
sistémicas (Méalague e Franca, 2003). O veneno botrépico, apés a sua inoculacéo,
permanece na pele (mais de 50% do volume total), sendo este o primeiro 6rgdo
acometido, agindo posteriormente nos musculos e rins (Feitosa et al., 1997).
Insuficiéncia renal aguda, glomerulonefrite, glomerulite e nefrite intersticial (Sant e
Pundare, 1972), choque e sepsis foram as principais causas de morte nestes acidentes
(BRASIL, 2001). Embora raros, sdo descritos na literatura casos de insuficiéncia
respiratoria (Ribeiro et al., 1998) demonstrando que estes venenos podem ter também
acdo neurotdxica e ndo sé miotodxica.

Em virtude da frequéncia com que ocorrem, os acidentes ofidicos constituem
importante problema nas medicinas veterinaria € humana nos paises tropicais, por
causa de sua elevada incidéncia e gravidade e das sequelas, exigindo até mesmo

notificacao obrigatéria ao MS (Oliveira et al., 2008).



2.4. Veneno e toxinas

Os venenos ofidicos sdo compostos por uma complexa mistura de moléculas de
natureza quimica diversa como compostos inorganicos; calcio, cobre, ferro, potassio,
magnésio, manganés, sodio, fosforo, cobalto e zinco; carboidratos, proteinas
(glicoproteinas), lipideos (fosfolipidios), aminas biogénicas, aminoacidos e nucleotideos
também séo encontrados (Kini, 2003). A maior parte destes compostos sdo proteinas e
peptideos (Matsui et al., 2000), aos quais séo atribuidas as propriedades téxicas dos
venenos, como neurotoxidade, miotoxidade, cardiotoxidade, citotoxidade, além de acdo
proinflamatdria, coagulante e agregante de plaquetas (Sai-Ngam et al., 2008).

As miotoxinas fosfolipasicas foram classificadas quanto a presenca ou auséncia
de atividade neurotoxica, sendo as miotoxinas sem atividade neurotdéxica comuns em
venenos crotalicos e botrépicos (Barbosa et al.,2002).

As neurotoxinas sao divididas, de acordo com o sitio de atuacdo, em péds-
sinapticas e pré-sinapticas. As neurotoxinas pos-sinapticas se ligam aos receptores
colinérgicos sem provocar despolarizacdo, inibindo a transmissdo neuromuscular.
Ocorrem em venenos de serpentes das familias Elapidae e Viperidae (Zamunér et al.,
2004). As toxinas pré-singpticas agem possivelmente inibindo o influxo de célcio,
evitando assim a liberacdo de acetilcolina, tem letalidade maior que as toxinas pos-
sinapticas; sao estrututalmente relacionadas a fosfolipase A, e podem agir como
toxinas mionecréticas. Foram encontradas também em serpentes da familia Crotalidae
como, por exemplo, a crotoxina, isolada da serpente Crotalus durissus terrificus
(Beghini et al., 2008). Estudos comparativos entre as espécies de Bothrops insularis e
Bothrops neuwiedi e a espécie Crotalus durissus cascavella demostraram uma ac¢ao
pré-sinatica dos venenos botrépicos com variados graus de bloqueio neuromuscular
(Zamunér, 2004).



2.5. Miotoxicidade

Diferentes fosfolipases A, com atividade miotoxica induzem um padréao similar de
alteracdes morfologicas, independentemente de apresentarem atividade enzimatica ou
nao (Gutiérrez et al., 1991; Gutiérrez e Ownby, 2003).

A mionecrose tende a seguir um padréo, independentemente de seu agente
causador. Inicialmente ocorre alteracdo da permeabilidade do sarcolema (Diaz-Oreiro e
Gutiérrez, 1997), e em seguida desequilibrio idbnico com aumento do influxo de calcio,
edema celular, hipercontracdo das miofibrilas, seguida pela perda de registro dos
sarcbmeros, aglutinagcdo compacta dos miofilamentos e o desarranjo do reticulo
sarcoplasmatico e das mitocéndrias (Harris, 2003). Os nucleos tém aspecto picnoético e
as membranas intracelulares se alteram com formacdo de mdltiplas vesiculas no
sarcoplasma (Harris e Culen, 1990; Mebs e Ownby, 1990; Gutiérrez e Lomonte, 2003).

Entretanto o mecanismo de acdo dessas miotoxinas nédo se encontra elucidado
plenamente do ponto de vista molecular. Estudos com lipossomas indicam que as
toxinas sdo capazes de lesar diretamente a membrana plasmatica (Diaz et al., 1991).

Fosfolipases sem atividade catalitica, como a miotoxina |l isolada de veneno de
Bothrops asper, alteram a membrana plasméatica sem necessariamente levar a hidrélise
dos fosfolipideos possivelmente por uma acao no dominio molecular, capaz de penetrar
e desorganizar a bicamada lipidica (Lomonte et al., 1994).

2.6. Neurotoxicidade

Neurotoxinas pré-sindpticas com atividade fosfolipasica sdo os componentes
mais abundantes também nos venenos botropicos. Algumas destas sdo neurotoxinas
que causam bloqueio da juncdo neuromuscular, impedindo de alguma forma a
exocitose dos neurotransmissores na fenda sinaptica (Kini, 1997; Montecucco e
Rossetto, 2000; Schiavo et al., 2000) ocasionando, como descrito para outras especies,
ptosis, oftalmoplegia, paralisia respiratoria, dor abdominal e efeitos no sistema nervoso
auténomo (Connolly et al., 1995; Theakston et al., 1990; Warrell et al., 1983).
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Varios estudos tem mostrado este efeito paralelo para os venenos e toxinas de
B. jararacussu (Heluany et al., 1992; Homsi-Brandeburgo et al., 1988; Rodrigues-
Simioni et al.,, 1983, 1995; 2004), B. moojeni (Rodrigues-Simioni et al., 1990), B.
insularis (Cogo et al.,, 1993; 1998), B. lanceolatus (Lébo-Aradjo et al., 2002), B.
neuwiedi (Borja-Oliveira et al., 2003; Zamunér et al., 1996), B. marajoensis (Cavalcante
et al.; 2011) e B. pirajai (Costa et al., 1999) evidenciando o bloqueio neuromuscular em
preparagdes nervo-musculo in vitro. Essa a¢do sobre a jungdo neuromuscular tem sido
caracterizada, em sua maioria, com base nos experimentos miograficos e
eletrofisiograficos, como pré-sinaptica (Borja-Oliveira et al., 2003; Cogo et al., 1993;
1998; Rodrigues-Simioni et al., 2004).

2.6.1. Neurotoxinas pré-sinapticas

Denominadas como 3 neurotoxinas, as neurotoxinas pré-sinapticas apresentam
atividade catalitica tipica de fosfolipases B, e inibem o processo de liberacdo da
acetilcolina (Chang et al., 1973). A acdo neurotoxica é caracterizada pelo bloqueio
neuromuscular e ndo altera significantemente a sensibilidade da placa motora para a
acetilcolina, ou seja, quando age uma neurotoxina pré-sinaptica, nao necessariamente,
hé& destruicdo da fibra muscular (Harris, 1991).

Estas neurotoxinas podem ser polipeptidio de cadeia simples, como a notexina,
ou podem apresentar multiplas subunidades, como a crotoxina, taipoxina e textiloxina
gue apresentam duas, trés e cinco subunidades, respectivamente (Harvey et al., 1994).
Tal neurotoxicidade ndo aparenta estar diretamente correlacionada a sua atividade
fosfolipasica e a subsequente hidrolise de fosfolipidios de membrana (Rosenberg,
1990).

2.6.2. Neurotoxinas poOs-sinapticas
Denominadas como a-neurotoxinas, estas toxinas se ligam aos receptores

colinérgicos nicotinicos da regido sub-sindptica da placa motora e bloqueiam de forma
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reversivel a transmissdo nervosa, ligando-se competitivamente aos receptores
colinérgicos nicotinicos da regido pds-sinaptica de musculos esqueléticos e neurénios,
evitando a transmissao neuromuscular (Tselin e Hucho, 2004).

As neurotoxinas pos-sinapticas sado peptideos de baixa massa molecular (7 a 8
kDa), possuem entre 60 e 70 aminoacidos e sdo desprovidas de atividade enzimatica
(Karlsson, 1979).

Diferentemente da toxina botulinica, por exemplo, que atua diretamente sobre as
proteinas sinaptopbrevina (VAMP - “vesicle-associated membrane”, inserida na
membrana da vesicula sinaptica), SNAP-25 e sintaxina (inseridas na membrana pré-
sinptica) clivando-as e impedindo a liberagdo do neurotransmissor da vesicula
singptica (Rossetto et al., 2006), o que se sabe até o presente momento € que as
neurotoxinas de venenos de serpentes ndo afetam as proteinas envolvidas no processo
de neuroexocitose, mas somente os fosfolipidios, hidrolisando-os e inibindo a liberacao

dos neurotransmissores (Howard e Wu, 1976; Rigoni et al., 2005).

2.7. Juncao Neuromuscular (JNM)

A JINM, local onde se inicia a despolarizacdo da membrana, consiste em uma
juncdo entre nervo e mausculo, situada na superficie da fibra muscular estriada
esquelética, e comandada por nervos motores que se ramificam no tecido conjuntivo do
perimisio. A despolarizacéo, iniciada na placa, propaga-se ao longo da fibra muscular e
penetra no sarcoplasma através dos tubulos T, determinando a contracdo uniforme da
cada fibra muscular estriada esquelética (Simpson et al., 1993).

O nervo perde a bainha de mielina e forma uma dilatacdo que se coloca dentro
de uma depressdo na superficie da fibra muscular estriada esquelética (terminal
axbnico). A JNM é constituida por um terminal pré-sinaptico dotado de vesiculas
sinapticas contendo neurotransmissor (ACh), membrana pré-sinaptica, uma fenda
sinaptica e um aparato de recepgao pos-sinaptico (membrana pos-sinaptica). A regiao
da membrana pré-sinaptica na qual as vesiculas sinapticas se ancoram e se fundem

para a liberacdo de ACh é chamada de zona ativa. A membrana pos-sinaptica,
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justaposta as zonas ativas, apresenta receptores para estes neurotransmissores e
canais ionicos e é referida como densidade pés-sinaptica (Garner et al., 2000).

A exocitose destas vesiculas sinapticas ocorre na zona ativa e a subsequente
recuperacdo endocitica dos componentes vesiculares pode ocorrer tanto na zona ativa
quanto na area da zona peri ativa, garantindo a liberacdo exocitética de
neurotransmissores proxima a seus receptores pos-sinapticos (Murthy e De Camilli,
2003).
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Figura 2: Esquema demonstrando o processo de organizacdo da vesicula sinaptica (Vesicle set-up),
ancoragem (Docking) e preparo (Priming) para o processo de exocitose do neurotransmissor. Seguindo-
se do processo regenerativo (Endocytosis) da vesicula sinaptica auxiliado pela proteina clatrina (Clathrin
assembly). O processo se segue da perda do revestimento de proteina clatrina (Uncoating), que recobria

a vesicula sinaptica. Fonte: http://www.icb.ufmg.br/big/neuronet/grupob/trafego.html

Vesiculas sinapticas sdo estruturas membranosas com aproximadamente 40 nm,
apresentando grande quantidade de proteinas essenciais a exocitose de seu conteudo
(neurotransmissor) (Takamori et al., 2006).

A sinaptofisina € a mais abundante glicoproteina de membrana encontrada na
vesicula sinaptica. Apresenta 4 dominios transmembrana com ambas as extremidades
N e C-terminal voltadas para o citoplasma. A sua presenca esta diretamente
relacionada a integridade das vesiculas sinapticas, sendo sua auséncia um indicio da
exocitose de ACh (Simpson et al, 1993).
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Figura 3: Figura esquematica representando uma vesicula sinaptica expondo suas principais proteinas:
sinnaptobrevina - VAMPS (synaptobrevins) e sinaptofisina (synaptophysins) voltados para citoplasma do

motoneuronio no botdo sinaptico. Fonte:http://www.icb.ufmg.br/big/neuronet/grupob/trafego.html

A proteina SNAP-25 (“synaptosome-associated protein” - 25 kDa) € uma proteina
da membrana pré-sinaptica e € designada t-SNAREs (“target” SNARE). Esta ancorada
na face citoplasmatica e € necessaria para 0 processo de exocitose do
neurotransmissor (Dumitru e Amato, 2008).

Outra t-SNARE € a sintaxina 1, também conhecida como p35, uma pequena
proteina integral de membrana que é abundantemente expressa em neurdnios. E um
componente essencial para a fusdo da vesicula sinaptica e interage com outras
importantes proteinas, incluindo sinaptobrevina, SNAP-25, a-SNAP e sinaptotagmina |
(Dumitru e Amato, 2008).

Ja a sinaptobrevina (VAMP), v-SNARE ou “vesicular” SNARE, é uma proteina
constituinte da vesicula sinaptica representante da familia de proteinas integrais de
membrana com extremidade N-terminal voltada para a regido citoplasmatica e com a
extremidade C-terminal inserida no dominio transmembrana. Duas isoformas foram
identificadas em mamiferos, sendo elas, sinaptobrevina 1 (VAMP 1 ou pl18-1) e

sinaptobrevina 2 (VAMP 2 ou p18-2) que apresentam diferente distribuicdo no tecido
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neural. E uma das proteinas essenciais no processo de exocitose (Ceccarelli et al.,
1973).

ApoOs a exocitose de seu conteudo, as vesiculas sinapticas sofrem endocitose
mediada por clatrina (Heuser e Reese, 1973; Richards et al., 2000), através de
invaginacdes de membrana e formacdo de cisternas (Richards et al., 2000; 2003), ou
ainda por endocitose designada como “Kiss and Run”, na qual vesiculas liberam seu
conteddo sem integrarem completamente a membrana pré-sinaptica, sendo
reacidificadas e novamente preenchidas por neurotransmissores (Ceccarelli et al., 1973;
Gandhi e Stevens, 2003; Pyle et al., 2000).
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Figura 4. A Representacdo esquematica das proteinas do complexo v-SNARE (vesicle SNARE,)
sinaptobrevina (synaptobrevin) e sinaptogmina (synaptogmin); e do complexo t-SNARE, sintaxina
(syntaxin). Fonte: (A) http://neuromuscular.wustl.edu/pathol/snare.htm;

(B) Esquema mostrando o enovelamento das proteinas sintaptobrevina (synaptobrevin), sintaxina
(syntaxin) e SNAP-25 (synaptosoma-associated protein 25 KDa). Fonte:

http://www3.mpibpc.mpg.de/groups/jahn/Jahn/Neuronal_ SNARE.htm
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3. JUSTIFICATIVA DO PROJETO

Sabe-se que os venenos de serpentes do género Bothrops, bem como a maioria
de suas fracOes até entdo caracterizadas, tém agcdo miotdxicas. Porém, alguns destes
compostos, como as toxinas BmjeTX-l e BmjeTX-Il (obtidas do veneno bruto de B.
marajoensis) atuam sobre a jungdo neuromuscular, em sua porcdo pré-sinaptica,
através de mecanismo(s) ainda ndo totalmente elucidado(s).

Desta forma a caracterizacdo das proteinas envolvidas nos processos de
exocitose de neurotransmissores no motoneurbnio, proteinas estas presentes na
vesicula sinaptica e na membrana pré-sinaptica, torna-se uma importante ferramenta
para auxiliar na compreensdo do mecanismo de acdo molecular de neurotoxinas preé-
sinapticas, como estas fosfolipases A,.
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4. OBJETIVOS

1. Elucidar os possiveis mecanismos pré-sinapticos induzidos pelas neurotoxinas
BmjeTX-1 e BmjeTX-Il, obtidas do veneno total de Bothops marajoensis, na JNM.

2. Identificar, por imunohistoquimica (IHC) e western blotting (WB), a presenca ou
auséncia das proteinas relacionadas a juncdo neuromuscular, especificamente a
proteina sinaptofisina, presente na vesicula sinaptica, e as proteinas sinaptobrevina e
SNAP-25, constituintes do complexo SNARE, participantes do processo de exocitose
das vesiculas sinapticas.

3. Relacionar os achados de histologia (HE), microscopia eletrbnica de transmissao
(MET), imunohistoquimica (IHC) e western blotting (WB), aos dados obtidos nos
ensaios miograficos para precisa caracterizacdo das toxinas como compostos de acéo

pré-sinaptica.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Animais

Pintainhos da linhagem HY-Line W36 (4-8 dias de idade) foram obtidos da Globo
Aves Agrovicola Ltda (Brasil). Os animais foram mantidos no biotério a temperatura de
25°C + 3°C, com ciclos de 12 horas de claro/escuro, com livre acesso a racao
apropriada e agua.

Todos os experimentos estdo de acordo com as normas ja estabelecidas pelo
Comité de Etica de Uso Animal (CEUA) da Universidade S&o Francisco (USF) -
Campus Braganca Paulista, sob niumero de protocolo 000.11.10, em concordancia com
as regras da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animal de Laboratério (SBCAL)

(anexol).

5.2. Toxinas utilizadas

As toxinas BmjeTX-l e BmjeTX-Il isoladas do veneno de B. marajoensis foram
doadas, ja purificadas e liofilizadas, pelos professores Luis A. Ponce-Soto e Sérgio
Marangoni, do Instituto de Biologia da UNICAMP (IB//UNICAMP).

5.3. Anticorpos utilizados

5.3.1. Anticorpos primarios

Anti-sinaptofisina produzido em coelho (Sigma Aldrich — cat. no. SAB4502906) —
diluicdo para IHC = 1:150 e para WB = 1:1000

Anti-sinaptobrevina ou VAMP1 produzido em camundongo (Sigma Aldrich — cat. no.
S5312) — diluicdo para IHC = 1:300 e para WB = 1:5000

Anti-SNAP-25 produzido em camundongo (Sigma Aldrich — cat. no. SAB2500965)

— diluicéo para IHC = 1:250 e para WB = 1:1000
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Anti-GAPDH produzido em camundongo (Santa Cruz — cat. no. G-9 — SC 25778) —
diluicdo para WB = 1:1000

5.3.2. Anticorpos secundarios

Anti-coelho 1gG conjugado com FITC produzido em cabra (Sigma Aldrich — cat. no.
F0382) — diluicdo para IHC = 1:80 e HRP (cat. no. A6154) — diluicdo para WB = 1:1000.

Anti-camundongo IgG conjugado com FITC produzido em cabra (Sigma Aldrich — cat.
no. F0257) — diluicdo para IHC = 1:150 e HRP produzido em coelho (cat. no. A9044) —
diluicdo para WB = 1:3000

5.4. Grupos experimentais

Os experimentos propostos foram realizados com grupo experimental (n = 12
amostras):
Grupos controle (Krebs) - CB
Toxina BmjeTX-I do veneno de B. marajoensis — Jel

Toxina BmjeTX-Il do veneno de B. marajoensis — Je2

5.5. Miografia: preparacédo biventer cervicis de pintainho (BC)

A preparacdo musculo biventer cervicis de pintainho foi isolada e montada de
acordo como descrito por Ginsborg e Warriner (1960). Para tanto, os animais foram
sacrificados por aprofundamento da anestesia por inalacdo de isoflurano. Apds a
afixacdo em placa de dissecacéo, em decubito ventral, procedeu-se a dissecacao para
a retirada dos musculos biventer cervicis. Apds a retirada, os muasculos foram
amarrados com linha de sutura em um transdutor isomeétrico e montados em uma cuba
de registros de 5mL, em banho de 6rgao isolado.

Os musculos foram imersos em 5mL de solucdo nutritiva de Krebs, contendo em
mM: (120 NaCl), (118,7 KCI), (4,7 CaCly), (1,8 NaHCOs3), (25 MgS0.), (1,17 KH,PO,) e
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11,65 de glicose; aerado constantemente com carbogénio (95% de O, e 5% de CO,) e
mantido a 37°C e pH 7.4.

Foram aplicados estimulos elétricos indiretos supramaximais (0.1Hz, 0.2 ms, 4-
6V), por meio de eletrodos bipolares de prata cloretada, conectados a um estimulador
elétrico (Grass S 48 — Grass Instrument Co., USA), posicionado na regido entre o
tenddo e o musculo, com o objetivo de estabelecer uma estimulacdo de campo. Os
registros das contracbes musculares e das contraturas foram obtidos em fisiografo
(Gould model RS 3400, USA). Antes da adicdo dos tratamentos, as preparacdes foram
estimuladas durante 10 minutos para a estabilizacdo dos registros, seguiu-se da adi¢céo
de KCI (20mM) aos 10 minutos, posterior lavagem e adicdo de ACh (110mM) aos 20
minutos, prosseguindo com a adicdo de 10ug/mL das toxinas BmjeTX-I (preparacédo B)
e BmjeTX-Il (preparacdo C) seguindo-se os registros por 120 minutos. Para o grupo
controle os registros foram realizados apenas em solucdo Krebs. Finalmente as
preparacdes foram lavadas e tratadas novamente com ACh e KCI, seguindo-se o0s
registros por mais 20 minutos apés a adicéo e lavagem de cada um dos reagentes. Os

registros foram feitos durante 120min ou até o bloqueio total.

5.6. Histologia

O material biologico destinado a histologia e imunohistoquimica foi preparado
para microtomia em criostato, sendo os musculos (n = 4) montados sobre papel filtro
com meio de montagem especifico “OCT-Tissue Tek” e congelados em n-hexano
resfriado em nitrogénio liquido.

Os criocortes longitudinais (10 um) foram coletados em laminas silanizadas,
permeabilizados em etanol e metanol resfriado (-20°C) por 10 minutos, lavados em
agua destilada por 5 minutos, imersos em Hematoxilina por 5 minutos, lavados
novamente em agua destilada, contracorados em solucdo de Eosina, por 3 minutos e
finalmente lavados em agua destilada por 5 minutos.

As laminas foram desidratadas em série crescente de etanol (70%, 80%, 95%
por um minuto; etanol | e Il a 100% por cinco minutos cada solugdo), imersas em xilol |
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e Il por 5 minutos e montadas com “Balsamo do Canada” sintético para posterior

anélise em microscopio 6ptico Olympus BX51-PH-III.

5.7. Microscopia eletronica de transmissao (MET)

Fragmentos dos musculos (n = 4) foram fixados em Karnovsky (glutaraldeido
2,5%, paraformaldeido 2%, em tampao cacodilato de sddio 0,1M) (pH 7,4) “overnight”.
O material foi posteriormente lavado em tamp&o cacodilato de sédio 0,01M (3 banhos
de 10 minutos cada), em seguida poés-fixado em tetroxido de 6smio 1% por 2 horas, e
novamente lavado em tampao cacodilato de sodio 0,01M (2 banhos de 10 minutos
cada) e agua destilada (3 banhos de 10 minutos cada). A contrastacdo em bloco foi
realizada em acetato de uranila a 5% por 1 hora. Logo apds, o material foi lavado em
agua destilada (3 banhos de 10 minutos cada), e desidratado inicialmente em etanol
30% e 50% (10 minutos), 70% (“overnight”), e posteriormente em acetona 70%, 90%
(10 minutos) e em acetona 100% (2 banhos de 30 minutos cada).

Os musculos foram embebidos em resina Epon-Araldite:acetona (1:2; 1:1; 2:1)
por 1 hora, em Epon-Araldite 100% (“overnight” em rotor) e incluidos em Epon-Araldite
100%, sendo mantidos a 60°C, por 72 horas, para polimerizacao.

Os cortes semifinos foram coletados em laminas de vidro e corados com Azul de
Toluidina, e os cortes ultrafinos contrastado com acetato de uranila a 5% em tampao
maleato 0,05M, pH 5,2 e citrato de chumbo.

A ultramicrotomia dos blocos foi realizada no Laboratoério de Ultraestrutura
Celular e a analise das amostras no Laboratorio de Microscopia Eletrdnica, ambos

alocados no Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas.

5.8. Imunohistoquimica (IHC)

Os criocortes (10um) foram coletados em laminas silanizadas, permeabilizados
em etanol e metanol resfriado (-20°C) por 10 minutos, pré-incubados em Triton X-100

(0,1%), por 15 minutos, lavados em PBS 0,05M e incubados “overnight” em anticorpo
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primério + PBS/BSA 1%. As laminas foram lavadas (2 banhos de 15 minutos cada) para
0 periodo de incubagcdo (2 horas) em anticorpo secundéario. Os criocortes foram
novamente lavados em PBS 0,05M e as laminas montadas em gelatina glicerinada para

analise ao microscopio de fluorescéncia.

5.9. Western Blotting (WB)

Para realizacdo do WB adaptou-se o protocolo utilizado por Rocha et al. (2010).
Musculos inteiros ja tratados (n = 4) foram congelados em nitrogénio liquido,
armazenados a -80°C, picotados e homogenados em coquetel anti-protease especifico.
O extrato obtido foi centrifugado (10 minutos, 30009, 4°C), e o sobrenadante aliquotado
para dosagem de proteinas pelo Método de Biureto.

Aliguotas deste “pool” de amostra contendo 15ug de proteina foram aplicadas ao
mini-gel de SDS-PAGE 12%. A eletroforese correu a 150V, por 110 minutos, e a
transferéncia das proteinas do mini-gel para a membrana de nitrocelulose foi realizada
por 90 minutos, a 400mA, em cuba especifica.

As membranas foram incubadas em solucéo de leite desnatado a 5% durante 2
horas, sob agitacdo, a temperatura ambiente, para bloqueio dos sitios de ligacdo
inespecificos, e posteriormente incubadas com os anticorpos primarios em solucéo de
leite desnatado a 3%, “overnight”.

Passado o periodo de incubacdo do anticorpo primario, as membranas foram
lavadas em solucdo basal (6 banhos de 5 minutos cada) para incubagcdo com o
anticorpo secundario-HRP, por 2 horas, a temperatura ambiente. As membranas foram
novamente lavadas em solucdo basal e incubadas com luminol (Bio-Rad Immun-Star
HRP Substrate Kit), por 3 minutos, para revelacao das bandas imunoreativas e posterior

quantificacao.
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5.10. Anélise Estatistica

Todos os resultados foram representados pela média + desvio padrédo. O teste
ANOVA para multiplas comparacdes, seguido pelo pos-teste de Tukey, foi utilizado para
avaliar a interacao entre os fatores tempo de sobrevida e grupo de tratamento, para a
variavel expressdo de cada proteina. A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o
software GraphPad Prism, considerando significativas as diferengas com valor de p <
0,05.
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6. RESULTADOS

6.1. Miografia: preparacédo biventer cervicis de pintainho (BC)

As preparacdes BC do grupo controle Krebs (A) nao apresentaram bloqueio
neuromuscular. J& as preparagdes incubadas com as toxinas BmjeTX-l (10pg/mL) (B) e
BmjeTX-Il (10pg/mL) (C), isoladas do veneno bruto de B. marajoensis, apresentaram
bloqueio neuromuscular completo apés 31,2 £ 3,5 minutos e 30 + 8,1 minutos (p<0.05),
respectivamente. Nenhuma delas apresentou alteracdo na contratura apos aplicacao
exdgena de ACh (110mM) e KCI (20mM), antes e ap0s a adicao das toxinas BmjeTX-I e

BmjeTX-Il, respectivamente nas preparacdes B e C (Figura 5).

KCl ACh ACh KCl

10 min 20 min 120 min

Figura 5: Registro miografico da preparacdo biventer cervicis de pintainhos (BC). A - Controle, B -
preparacdo tratada com a toxina BmjeTX-l (10pug/mL), C - preparacgdo tratada com a toxina BmjeTX-I|
(10ug/mL). Ambas as toxinas foram isoladas do veneno bruto de B. marajoensis. * - adicdo das toxinas, **
- lavagem e remocao das toxinas, ACh — adicdo de acetilcolina, KCI — adigdo de cloreto de potassio. O
tempo de registro em minutos estd representado no grafico e corresponde ao momento da primeira
adicéo de KCI (10 min), ACh (20 min) e o tempo final de bloqueio (120 min).
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6.2. Histologia

A coloracdo de hematoxilina-eosina (HE) as fibras musculares nos musculos do
grupo controle (A) apresentaram morfologia preservada, com fibras alongadas (em
corte longitudinal), com sarcoplasma contendo miofilamentos igualmente corados,
alinhados e continuos, distribuidos uniformemente e ndcleos periféricos (*). A estrutura
do tecido muscular estriado esquelético (MEE) apresentou-se totalmente preservada,
conforme esperado, sem edema celular ou tecidual. Contrapondo-se ao tecido
muscular integro do grupo controle, nas preparacdes submetidas ao tratamento com as
toxinas BmjeTX-l (B) e BmjeTX-Il (C) se observou diferentes estagios da patogénese
muscular, tais como edema celular e tecidual, desalinhamento, hipercontracdo e
enovelamento dos miofiolamentos, fibras vacuolizadas, lesGes do tipo delta até a perda

completa dos miofilamentos, nas chamadas “ghost fibers” (Figura 6).

Figura 6: Cortes longitudinais do tecido muscular estriado esquelético (MEE) corado com hematoxilina-
eosina (HE). A - muasculo controle: Nota-se a preservacdo da arquitetura histolégica da

musculaturabiventer cervicis de pintainhos sem nenhum dano. B — musculo tratado com a toxina BmjeTX-
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| (10pg/ml) e C — masculo tratado com a toxina BmjeTX-Il (10ug/ml). Em tais preparacdes observa-se
extensa area de dano tecidual (espacos desprovidos de miofilamentos - seta); hipercontracdo dos

miofilamentos com retracao (seta). * - nlicleo. Aumento = 400X.

6.3. Imunohistoquimica (IHC)

Em todos os experimentos realizados apenas as amostras dos grupos controle
apresentaram imuno-expressao positiva para as proteinas sinaptofisina, sinaptobrevina
e SNAP-25. A imunohistoquimica para sinaptofisina (localizacdo restrita a vesicula
sinaptica), sinaptobrevina (localizacdo na vesicula sinaptica) e SNAP-25 (localizacdo
restrita @ membrana pré-sinptica) apresentou-se positiva na forma de uma marcacgao
verde intensa nos cortes histoldégicos do musculo controle (A-C). JA os cortes
histolégicos sob a acdo das toxinas BmjeTX-I (D-F) e BmjeTX-Il (G-1) ndo apresentaram

imuno-expressao positiva, ndo sendo observadas marcagdes em verde (Figura 7).
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Figura 7: Cortes histolégicos das preparacdes BC controle (A, B, C) ou submetidas a acdo das toxinas
BmjeTX-lI (D, E, F) e BmjeTX-ll (G, H, 1) isoladas do veneno bruto de B. marajoensis. Nota-se a
imunomarcacao positiva em verde intenso (fluorocromo FITC), evidenciando a presenc¢a das proteinas
sinaptofisina, sinaptobrevina e SNAP-25 (seta) somente no grupo controle. A, C, D, G, I: 200X; B, E, F, H:
400X.

6.4. Western Blotting (WB)

Os experimentos realizados com os musculos submetidos a agdo de BmjeTX-I e
BmjeTX-Il ndo apresentaram imunomarcacao positiva para as proteinas sinaptofisina,
sinaptobrevina e SNAP-25. Ja& os musculos do grupo controle apresentaram bandas
imunorreativas para as 3 proteinas em estudo. Todos 0S grupos apresentaram

imunomarcacao positiva para a proteina GAPDH, evidenciando a integridade das
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amostras teciduais (Figura 8).

A quantificacdo por densidade de pixel mostrou diferenga significativa entre as
amostras dos grupos submetidos as toxinas BmjeTX-l (Jel) e BmjeTX-Il (Je2), e o
grupo controle (CB) para as proteinas sinaptofisina, sinaptobrevina e SNAP-25 (*
p<0,05 e # p<0,001; Figura 9A). N&o ha diferencas significativas entre todos os grupos
para a proteina GAPDH (Figura 9B).

A -
Figura 8: Representacdo dos resultados de western blotting
B (WB) para as proteinas sinaptofisina (A), sinaptobrevina (B) e
- SNAP-25 (C) e para a proteina constitutiva GAPDH (D). Jel -
BmjeTX-I, Je2 - BmjeTX-Il, CB - 0 grupo controle.
c | =
D *P
Je2 Je1CB
9A 9B
- Lo GAPDH
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Figura 9: Analise quantitativa do WB por medida de densidade de pixel de cada proteina: sinaptofisina
(Syf), sinaptobrevina (Syb) e SNAP-25 (S25). (A) Ha diferenca significativa entre as proteinas da juncao
neuromuscular nos grupos tratados (BmjeTX-I — Jel; BmjeTX-ll — Je2) versus o grupo controle (CB); *

p<0,05 e # p<0,001. (B) N&o houve diferenca significativa entre os grupos tratados e controle para a
proteina GAPDH.
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6.5. Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Os musculos biventer dos animais controle apresentaram fibras musculares
inalteradas como visto ao HE, com sarcolema integro, sarcoplasma dotado de
sarcomeros com miofilamentos de actina e miosina continuos, mitocdndrias e reticulos
sarcoplasmaticos inalterados e nucleos periféricos (*). Nenhuma alteracdo morfolégica
foi observada nas Células de Schwann, bem como no processo de mielinizacdo das
fibras nervosas (Figura 10A-C). Ja as fibras musculares tratadas com o BmjeTX-I e
BmjeTX-1l apresentaram hipercontracdo dos miofilamentos, com perda da organizacao
dos sarcOmeros, mitocondrias e reticulo sarcoplasmatico edemaciados, nucleos
apoptoticos, além de danos as Células de Schwann e falhas na disposi¢cdo da bainha

de mielina (Figura 10 D-I).
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Figura 10: Aspectos ultraestruturais da musculatura da preparagédo BC do grupo controle (A, B, C). Nota-
se a morfologia inalterada da fibra muscular com sarcémeros (s) e miofilamentos (mi) integros, nucleo
periférico (N) e Célula de Schwann envolvendo concentricamente o axdnio, com neurofilamentos (n) e
mitocdndrias (m), formando a bainha de mielina (**). Em relacdo a ultraestrutura da musculatura da
preparacao submetida a acao das toxinas BmjeTX-I (D, E, F) e BmjeTX-ll (G, H, |) isoladas do veneno
bruto de B. marajoensis nota-se a hipercontracdo dos miofilamentos (mi), o dano mitocondrial (m) e
nuclear (N), espacos desprovidos de miofilamentos (#), além das alterac6es na mielinizacdo (**) das

Células de Schwann.

A IJNM em preparacdes BC é composta por botdes nervosos localizados em uma
area bem definida na fibra muscular estriada esquelética, sem qualquer dobramento da
membrana pré- ou poés-sinaptica. No caso da JNM dos musculos controle, os botdes
nervosos estavam dotados de muitas vesisculas sindpticas (VS) uniformemente
distribuidas na regido do axoplasma, voltadas para a regido da membrana po6s-sinaptica
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da JNM, além de abundantes mitocondrias inalteradas, reticulo sarcoplasmatico,
neurofilamentos e processos terminais das Células de Schwann normais (Figura 11A).
Tanto nas JNMs nos musculos tratados com BmjeTX-I como nas tratadas com a
toxina BmjeTX-Il houve diminuicdo na concentracdo de VSs, bem como alteracdes
mitocondriais. Entretanto ndo foram observadas lesées nas membranas pré e pos-
singpticas. As poucas VSs remanescentes apresentaram-se agrupadas em “clusters”
no axoplasma. As Células de Schwann mostraram mitocondrias alteradas, bem como

processos infiltrativos entre os compartimentos pré- e pos-sinapticos (Figura 11B-C).

Figura 11: (A) Ultraestrutura da jun¢@o neuromuscular (JNM) do musculo biventer cervicis na qual ndo ha
pregas juncionais (controle). Notar a diminuicdo (#) da concentracéo de vesiculas sinpticas (*) no botéo
nervoso da JNM de preparacfes tratadas com BmjeTX-I (B) e BmjeTX-1l (C). M = fibra muscular; m =
mitocdndria; mi = miofilamentos; seta = membrana pré-sinptica; dupla seta = membrana pds-sinaptica; *

= vesicula sinaptica.
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7. DISCUSSAO

A experimentacdo miografica realizada para as preparacbes BC do grupo
controle Krebs mostra auséncia de bloqueio neuromuscular, evidenciando a integridade
da juncdo neuromuscular e da resposta muscular contratil. JA& as preparacdes
incubadas com as toxinas BmjeTX-1 e BmjeTX-ll (10ug/mL) apresentaram bloqueio
neuromuscular completo, com aumento na resposta contratii ao estimulo indireto.
Nenhuma das toxinas viabilizou a contratura muscular apds aplicacdo exdgena de ACh
e KCI.

Tais resultados corroboram com os achados descritos por Ponce-Soto et al.
(2010), para estas mesmas toxinas, como também com os resultados descritos para o
veneno bruto de B. marajoensis (Cavalcante et al., 2011) e sua toxina Bmaj-9 (Galbiatti
et al., 2012), para os venenos de B. insularis (Cogo et al., 1993; 1998), B. lanceolatus
(L6bo-Araujo et al.,, 2002), B. neuwiedi (Borja-Oliveira et al.,, 2003; Zamunér et al.,
1996), B. pirajai (Costa et al., 1999), B. jararacussu e sua toxina BthTX-I (Gallacci et al.,
2006; Heluany et al., 1992; Homsi-Brandeburgo et al., 1988; Rodrigues-Simioni et al.,
1983; 1995). Todos estes estudos atestam a acao neurotdxica pré-sinaptica destes
compostos.

Alteracbes musculares como hipercontracdo e perda de miofilamentos foram
observadas nos musculos das preparacfes BC ap6s exposi¢do as toxinas BmjeTX-l e
BmjeTX-Il (10pg/mL). Tal miotoxicidade também foi previamente relatada por Ponce-
Soto et al. (2010) por liberacdo de Creatinokinase (CK) ap0s injecdo intramuscular de
BmjeTX-1 e BmjeTX-Il.

O mesmo padrdo de mionecrose, edema celular e hipercontracdo de
miofilamentos, foi observado in vitro para veneno bruto de B. marajoensis (20ug/mL;
Cavalcante et al., 2011) e in vivo apés injecdo intramuscular de veneno de B.
jararacussu (80ug/0.1mL; Queiroz et al., 1984). Diferentemente do observado para as
toxinas BmjeTX-I e BmjeTX-Il, ndo foram observadas alteracbes musculares quando as
preparagoes foram tratadas com o veneno bruto a 5ug/mL (Cavalcante et al., 2011) ou
com sua toxina Bmja-9 a 10ug/mL (Galbiatti et al., 2012). Comprovando que a
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miotoxicidade é dose-dependente para o veneno bruto e também especifica para
determinadas toxinas do veneno, como a BmjeTXl e -Il.

A Microscopia Eletronica de Transmissdo, os musculos biventer dos animais
controle apresentaram fibras musculares com sarcolema integro, sarcoplasma dotado
de sarcomeros com miofilamentos de actina e miosina continuos, mitocondrias e
reticulos sarcoplasmaticos inalterados e nudcleos periféricos, além de Células de
Schwann com processos de mielinizacdo das fibras nervosas inalterados. Por outro
lado, as fibras musculares tratadas com as toxinas BmjeTX-I e BmjeTX-Il apresentaram
hipercontracdo dos miofilamentos com perda da organizacdo dos sarcOmeros,
mitocéndrias e reticulo sarcoplasmatico edemaciados, ndcleos apoptoticos, e Células
de Schwann com falhas na disposicédo da bainha de mielina.

Tais observacgdes confirmam os efeitos mionecréticos do envenenamento
botropico descritos por Vital Brazil (1972) e Pellegrini Filho e Vital Brazil (1976), bem
como outros resultados ja publicados em experimentacdo animal (Barbosa et al., 2002,
2003; Homsi-Brandeburgo et al., 1988; Rodrigues-Simioni et al., 1983; Selistre et al.,
1990).

A ultraestrutura da juncédo neuromuscular foi observada nas preparacdes controle
e tratadas com as toxinas BmjeTX-l e BmjeTX-ll e apresentou-se constituida por um
terminal pré-sinaptico dotado de neurofilamentos, mitocondrias e vesiculas sinapticas
contendo neurotransmissor, membrana pré-sinaptica, uma fenda sinaptica e um aparato
de recepcao pos-sinaptico (membrana pdés-sinaptica), como ja bem caracterizada na
literatura (Garner et al., 2000; Murthy e De Camilli, 2003). Altera¢cfes estruturais podem
influenciar nos efeitos neurotdxicos e miotdxicos de venenos e outros compostos, como
descrito por Rodrigues-Simioni et al. (1983). As preparacdes submetidas a BmjeTX-I e
BmjeTX-Il revelaram alteracdes ultraestruturais mitocondriais, na por¢ao pré-sinaptica,
bem como, a perda de vesiculas sinapticas e danos musculares, na porcao pos-
sinaptica, e alteragbes a mielinizagdo nas Células de Schwann. Danos semelhantes
foram observados em preparacdes tratadas com 10ug/mL do veneno de B. jararacussu
(Rodrigues-Simioni et al., 1983).
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Neurotoxinas pré-sindpticas paralisam a JNM por redugcdo do contetudo de
vesiculas sindpticas e, consequentemente de neurotransmissor. Estudos com culturas
primarias de neurdnios mostraram edema do terminal nervoso, com exposicdo da
superficie luminal da vesicula sinaptica e da proteina sinaptotagmina |, com exocitose
do neurotransmissor. Outros estudos utilizando misturas equimolares de lisofosfolipidios
e acidos graxos, 0s quais mimetizam os efeitos das neurotoxinas, indicam a
possibilidade de envolvimento de lipidios locais nas mudancas de conformacdo das
vesiculas sinapticas (Dumitru e Amato, 2008).

Considerando o processo de exocitose sabe-se que ha uma grande quantidade
de proteinas essenciais para a liberagcdo do neurotransmissor (Takamori et al., 2006),
como a sinaptofisina (glicoproteina de membrana encontrada na vesicula sinaptica,
relacionada a integridade das vesiculas), e as proteinas SNARE: sinaptobrevina
(VAMP), sintaxina 1 e SNAP-25 (SNAP-25 e sintaxina presentes na membrana pré-
sinaptica e sinaptobrevina presente na membrana das vesiculas) (Dumitru e Amato,
2008).

Os resultados de IHC e WB, para estas proteinas, mostraram-se positivos para
as preparacbes BC dos grupos controle, evidenciando a integridade das vesiculas
sindpticas, pela presenca de sinaptofisina e sinaptobrevina e do aparato ancorador da
membrana pré-sinaptica, pela presenca de SNAP-25. Entretanto os resultados
observados para as preparacbes BC submetidas a acdo das toxinas BmjeTX-l e
BmjeTX-Il ndo apresentaram marcacdo para as proteinas estruturais da vesicula,
sinaptofisina e sinaptobrevina, evidenciando a possivel perda da integridade das
vesiculas sinapticas ainda no terminal sindptico e ndo na fenda sinaptica, e para a
proteinas SNAP-25, sugerindo que tais toxinas BmjeTX afetam o funcionamento da
magquinaria pré-sinaptica.

A perda significativa de imunomarcacao para sinaptofisina e a degeneracao do
terminal nervoso também foi observada em outros venenos e toxinas (Dixon e Harris,
1999). A inoculacédo do veneno de Bungarus niger resultou na perda de sinaptofisina e
degeneragdo dos componentes do terminal nervoso, bem como na inervacado de
musculo estriado esquelético de ratos, sugerindo que a PLA; B-bungarotoxina (B-BTX)

32



contribui para a fraqueza neuromuscular observada nas vitimas, sem qualquer dano a
membrana pos-sinaptica (Faiz et al., 2010). Sabe-se que a B-BTX causa paralisia
neuromuscular prolongada, com deplecédo de vesiculas sinapticas do terminal nervoso,
seguido da destruicdo do mesmo e degeneracdo do citoesqueleto dos axoénios
intramusculares sem mudancas na arquitetura pos-sinapticas (Dixon and Harris, 1999).
O mesmo foi relatado para outras miotoxinas de elapides e para fosfolipases mio-
neurotoxicas (Slater e Allen, 1985; Harris et al., 2000).

A perda das proteinas da vesicula sinaptica, e consequentemente das vesiculas
sindpticas, a perda de proteinas do complexo v-SNARE e as altera¢fes a mielinizacéo
nas Células de Schwann estdo diretamente relacionadas aos efeitos neurotéxicos
observados uma vez que, neurotoxinas pré-sinapticas atuam sobre a JNM diminuindo a
concentracdo de neurotransmissores e/ou atuando no processo de exocitose das
vesiculas sinpticas ainda existentes.

Dados da literatura afirmam que venenos e neurotoxinas induzem a hidrélise de
fosfolipidios da superficie do neurénio inibindo a liberacdo dos neurotransmissores
(Howard e Wu, 1976; Rigoni et al., 2005). Entretanto, o que foi observado neste
trabalho assemelha-se ao descrito para a toxina botulinica, que atua diretamente sobre
as proteinas sinaptobrevina, SNAP-25 e sintaxina (inseridas na membrana pré-
sindptica) clivando-as e impedindo a liberagcdo do neurotransmissor da vesicula
sindptica (Rossetto et al., 2006). Porém as toxinas BmjeTX-I e BmjeTX-Il tém sua acéo
limitada a vesicula sinaptica, sem internalizacdo na vesicula e, sem prejuizo ao
complexo t-SNARE.

O bloqueio da juncdo neuromuscular observado apés experimentacdo com as
toxinas BmjeTX-l e BmjeTX-Il nas preparacdes BC é resultado da ndo eliminacdo dos
neurotransmissores na fenda sindptica (Kini, 1997; Montecucco e Rossetto, 2000;
Schiavo et al., 2000), sugerindo que estas toxinas atuam sobre a vesicula sinaptica, de
alguma forma sobre as proteinas estruturais sinaptofisina e sinaptobrevina, impedindo
sua ancoragem a membrana pré-sinaptica ou induzindo sua ndo formagéo ou ruptura

no interior do terminal nervoso. A perda da sinaptofisina e da sinaptobrevina sugerem a
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deplecdo da vesicula sindptica e a perda de SNAP-25 sugere efeito também na
membrana pré-sinaptica.

As alteracdes morfolégicas observadas nas células de Schwann sugerem que
estas células da glia podem mediar a transmissdo neuromuscular, como relatado por
Prasarnpun et al. (2005).
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8. CONCLUSOES

Tais resultados nos levam a concluir que a acdo neurotoxica pré-sinaptica das
toxinas BmjeTX-l e BmjeTX-Il é resultante da perda das vesiculas sinapticas antes
mesmo de sua ancoragem na membrana do neurdnio para exocitose do
neurotransmissor, dada a visivel diminuicdo na densidade destas vesiculas no botéo
nervoso e da perda das proteinas sinaptofisina, ou da alteracdo do complexo v-SNARE
pela perda das proteinas sinaptobrevina e SNAP-25, levando ao bloqueio da resposta

contratil, evidenciado pela miografia.

Além disso, alteracfes na ultraestrutura da Célula de Schwann, bem como no
processo de mielinizacdo, podem ser um indicio de danos a estrutura do nervo em
paralelo a alteracbes as fibras musculares, num efeito pés-sinaptico independente do

efeito neurotdxico observado.

Estes achados experimentais permitiram o maior entendimento do mecanismo de
acdo das toxinas BmjeTX-l e BmjeTX-ll, e confirmaram, estruturalmente e

molecularmente seus efeitos pré-sinapticos.
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