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RESUMO

ACL miotoxina (ACLMT) é uma fosfolipase A, miotéxica com um residuo
de lisina na posicao 49, isolada do veneno da serpente Agkistrodon contortrix
laticinctus. O objetivo do presente trabalho foi estudar o efeito da ACLMT sobre o
transporte de agua em bexiga de sapo. O fluxo de agua através da membrana foi
mensurado gravimetricamente por meio da técnica de Bentley (1958), em
preparagcdes com a bexiga em forma de lobos. A ACLMT aumentou o fluxo basal
de agua e diminuiu parcialmente o fluxo de agua estimulado pela vasopressina,
AMP ciclico, 8-clorofeniltiomonofosfato de adenosina ciclico e forscolina. O efeito
da ACLMT sobre o fluxo basal de agua foi reduzido na presenga de lanthanum,
nifedipina e trifluoperazina, sugerindo um papel para o calcio citossélico e para o
complexo calcio-calmodulina nesse efeito. A colchicina também diminuiu o efeito
da ACLMT sobre o fluxo basal de agua, sugerindo que a acdo da ACLMT é
dependente da integridade dos microtubulos. O lantanio reduziu o efeito inibitério
da ACLMT sobre a agao hidrosmética da vasopressina, sugerindo um papel para
o calcio citossolico nesse efeito. O carbacol é capaz de aumentar o fluxo basal
de agua e diminuir o fluxo de agua estimulado pela vasopressina por meio de um
aumento da concentragdo do calcio intracelular. Os efeitos da ACLMT e do
carbacol sobre o transporte de agua nao foram aditivos, sugerindo que esses
agentes alteram a permeabilidade da membrana por um mecanismo similar. A
indometacina reduziu o efeito da ACLMT sobre o fluxo de agua estimulado pela
forscolina, sugerindo um papel adicional para as prostaglandinas no efeito da
ACLMT sobre a acdo da vasopressina. Por outro lado, o efeito inibitério da
ACLMT sobre a acao hidrosmoética da vasopressina foi potencializado na
presenga de trifluoperazina. Similarmente, o efeito inibitério da ACLMT sobre a
acao hidrosmoética da vasopressina e do AMP ciclico foi potencializado na
presenga da colchicina. Nossos resultados sugerem que o efeito da ACLMT
sobre o transporte de agua pode ser mediado pelo aumento no calcio intracelular
e pela ativagdo do complexo calcio-calmodulina, sugerindo também um papel
adicional para as prostaglandinas no efeito da ACLMT sobre a agao hidrosmética
da vasopressina. Além disso, o efeito da ACLMT sobre o transporte de agua

parece ser dependente da integridade dos microtubulos.
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ABSTRACT

ACL myotoxin (ACLMT) is a Lys49 phospholipase A,-like protein isolated
from the venom of the snake Agkistrodon contortrix laticinctus. The aim of this
work was to study the effect of ACLMT on water transport in the toad urinary
bladder. Water flow through the membrane was measured gravimetrically in bag
preparations of the bladder. ACLMT increased the baseline water flow and
partially inhibited the water permeability stimulated by arginine-vasopressin
(AVP), cyclic AMP, 8-chlorophenylthio-cAMP and forskolin. The effect of ACLMT
on baseline water flow was prevented by lanthanum, nifedipine, and
trifluoperazine. These results suggest that the effect of ACLMT on baseline water
flow could be mediated either by an increase in intracellular calcium or by the
activation of the calcium-calmodulin. Colchicine reduced the effect of ACLMT on
baseline water permeability. Carbachol has been shown to enhance baseline
water flow while inhibiting AVP-stimulated water flow by increase in intracellular
calcium. The effects of ACLMT and carbachol on baseline and AVP-stimulated
water flow were not additive, suggesting that both agents alter the water transport
by a similar mechanism. Lanthanum reduced the inhibitory effect of ACLMT on
AVP-stimulated water permeability, suggesting the participation of intracellular
calcium in this effect. Indomethacin reduced the effect of ACLMT on forskolin-
stimulated water flow, suggesting a role for prostaglandin in the effect of ACLMT
on AVP-stimulated water permeability. However, the inhibitory effect of ACLMT
on AVP-stimulated water flow was enhanced in the presence of trifluoperazine.
Similarly, the inhibitory effect of ACLMT on AVP and cAMP-stimulated water flow
was enhanced in the presence of colchicine. Therefore, the results of present
study suggest that the effects of ACLMT on water permeability could be mediated
either by an increase in intracellular calcium or by the activation of the calcium-
calmodulin, and also suggests a role additional for prostaglandin in effect of
ACLMT on AVP-stimulated water transport. In addition, the effect of ACLMT on

water transport seems be dependent of integrity of microtubules.
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INTRODUGCAO

E essencial para o funcionamento das células a manutencdo de um
ambiente com caracteristicas constantes de uma série de parametros
fisicos e quimicos, como volume, concentragdo, composi¢ao de solutos,
pH e temperatura. Especificamente, a manutencdo da homeostasia,
dentro de certos limites, do volume e da composicdo dos fluidos do
organismo, envolve mecanismos complexos, pois ocorrem trocas
significativas de solvente e soluto tanto entre os diversos compartimentos
hidricos do organismo como também entre o organismo e o ambiente que
o cerca. Uma vez que tais trocas sao realizadas e reguladas por
mecanismos de transporte através das membranas que limitam os
referidos compartimentos ou que constituem uma interface com o meio
ambiente, o estudo dos mecanismos de transporte de agua e solutos
através das membranas celulares é de fundamental importancia para o
entendimento da biologia celular e do organismo.

Em vertebrados mais simples, em razdo da incapacidade do rim de
assegurar aos animais a homeostasia hidromineral, outras estruturas
colaboram para essa tarefa. Assim, nos anfibios, a bexiga urinaria
constitui uma extensdo funcional do tubulo renal (PEACHEY &
RASMUSSEN, 1961), seu epitélio é capaz de reabsorver agua, sodio e
uréia da urina e secretar prétons para a mesma (LEAF, 1982). Do ponto
de vista da homeostasia hidrica, essa estrutura funciona como um

reservatorio do qual a agua pode ser reabsorvida em periodos de
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privacdo ou em resposta a presenca do horménio antidiurético na corrente
sanguinea (HAYS & LEAF, 1962).

A facilidade na montagem de preparagdes com a bexiga urinaria de
sapo, a possibilidade de controlar uma série de variaveis nos
experimentos in vitro e a analogia morfoldgica, filogenética e funcional
dessa estrutura com o ducto coletor de mamiferos tornaram a utilizagao
isolada desse epitélio uma importante ferramenta para estudar os
fendbmenos de transporte de agua e solutos através das membranas e o
mecanismo de acado de hormbnios e outros agentes quimicos e fisicos

que possam afetar os mecanismos de transporte (VERKMAN et al., 1996).

MORFOLOGIA DA BEXIGA URINARIA DE SAPO

A bexiga urinaria de sapo € uma estrutura bilobada e, no animal
bem hidratado, pode ocupar 1/3 da cavidade abdominal, contendo
15-30 ml ou mais de urina hipotdnica em relagéo ao plasma.

Sua membrana é delgada e transparente, consistindo em uma
simples camada de células epiteliais em contato com o meio urinario
(mucoso) de um lado, e com a membrana basal, do lado oposto (DIBONA,
CIVAN & LEAF, 1969). Abaixo da membrana basal ha uma porgao
intermediaria (camada submucosa) constituida de fibras musculares lisas,
fibras de colageno e vasos sanguineos recobertos por uma fina camada
serosa formada por células mesoteliais voltadas para a cavidade
abdominal, que também recobre a superficie das visceras. Ha quatro
tipos celulares no epitélio. As células granulares, predominantes, ocupam

cerca de 80% da superficie do epitélio e tém sido apontadas como as
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responsaveis pelo transporte de agua, sodio e uréia (BORYCKI et al.,
1981). Outro tipo, as células ricas em mitocdndrias, que nos sapos do
género Bufo marinus (na Coldémbia e no Brasil) ocupam cerca de 15% a
18% da area do epitélio, sdo as secretoras de hidrogénio e responsaveis
pela acidificacdo da urina. O terceiro tipo celular sdo as células produtoras
de muco. O quarto tipo, as células basais, sdo encontradas interpostas
entre as células granulares e a membrana basal em grande parte do
epitélio (DIBONA, CIVAN & LEAF, 1969).

Apesar do elevado gradiente osmaético normalmente existente entre
0 meio interno (face serosa) e o0 meio externo (face mucosa) do epitélio,
em condi¢des normais, essa membrana apresenta baixa permeabilidade a

agua, de forma que o fluxo de agua é pequeno (HAYS & LEAF, 1962).

HORMONIO ANTIDIURETICO E O BALANGO HIiDRICO

O hormoénio antidiurético (AVP) exerce papel fundamental na
homeostasia hidrica dos vertebrados (HAYS & LEAF, 1962). As
caracteristicas renais e neuroendocrinas basicas dos anfibios
contemporaneos, provavelmente, refletem fenémenos associados a
radiacdo adaptativa para a terra (JO & HARRIS, 1995). Em relagdo aos
anfibios, o sistema de conservacdo de agua € completo: ha sintese de
vasotocina no sistema nervoso central (nucleos supradpticos e
paraventriculares do hipotalamo), liberacdo na neurohipofise, transporte

no sangue e ligacao a receptores na pele e na bexiga.
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Nos mamiferos, os receptores estdao presentes no ducto coletor
renal e, qualquer que seja a espécie, a agdo da vasopressina € a mesma:
reabsor¢cao rapida de agua através da célula. Na maioria, se ndo em
todas as espécies, ocorre aumento da reabsorgao de sodio e uréia (LEAF,

1982).

VASOPRESSINA E SEUS RECEPTORES

Os efeitos celulares da vasopressina sdo mediados pela interacéo
do horménio com dois tipos principais de receptores: V4 e V.. Os
receptores V1 podem ser subdivididos em V5 € V. O receptor Vi € 0
mais difundido para vasopressina. Sua distribuicdo ocorre basicamente
em tecidos musculares liso (vascular, uterino), hepatdcitos, plaguetas,
células epiteliais do ducto coletor cortical renal e do sistema nervoso
central, enquanto os receptores do tipo Vi, sao localizados
exclusivamente na adenohipdéfise. Em relagao ao tipo V,, sua localizacao
ocorre, preferencialmente, nas células principais do ducto coletor renal

(BAULIEU & KELLY, 1990).

RECEPTORES V,

Quando a vasopressina se liga ao receptor V; ocorre ativagao,
mediada por uma proteina G, de varias fosfolipases ligadas a membrana.
A ativacdo da fosfolipase C, provavelmente por intermédio de Gq, que é
responsavel pela hidrolise de fosfatidilinositol-4,5-bifosfato, gera
fosfatidilinositol-1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). IP3 liga-se a um

receptor localizado nos canais liberadores de Ca™ nos depodsitos
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intracelulares de Ca*? sensiveis ao IP;, que dispara a liberagdo
intracelular de calcio. Esse ion pode ativar diversas proteinas
intracelulares que contribuem para a resposta celular final (BERRIDGE,
1993). A ativacdo de uma fosfolipase D causa hidrolise de outros
fosfolipidios para produzir acido fosfatidico, que, posteriormente, é
metabolizado em DAG. A ativacdo de uma proteina quinase C pelo DAG
induz a fosforilacdo de diversas proteinas-alvo, e essas fosfoproteinas
também contribuem para a resposta biolégica (HOLTZMAN & AUSIELLO,
1994). Finalmente, a estimulagdo da fosfolipase A, mobiliza o acido
araquidbénico dos fosfolipidios da membrana, e esse &cido graxo é
metabolizado em prostaglandinas e acidos epoxieicosatriendides por meio
da atividade enzimatica da cicloxigenase e epoxigenase,
respectivamente. Os metabdlitos do acido araquidénico inibem a resposta
hidrosmética da vasopressina (HANDLER, 1981). Os efeitos bioldgicos
mediados pelo receptor V4 incluem vasoconstricdo, glicogendlise,
agregacado de plaquetas e crescimento de células do musculo liso

vascular (HOLTZMAN & AUSIELLO, 1994).

RECEPTORES V,

As células principais no ducto coletor renal possuem receptores
V> em suas membranas basolaterais, que se acoplam a adenilciclase
por intermédio de wuma proteina G estimuladora, a G;.
Consequientemente, quando a vasopressina se liga aos receptores Vs,
a adenilciclase é ativada, produzindo rapido aumento dos niveis

intracelulares de AMPc (HARRIS & HANDLER, 1988; HAYS, 1996). O
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nivel intracelular do AMPc pode ser regulado pela enzima
fosfodiesterase-nucleotideos, pelo calcio intracelular livre e, também,
pela atividade do complexo calcio-calmodulina (CHEUNG, 1982).

O AMPc ativa uma proteina quinase A (SNYDER, NOLAND &
BREYER, 1992), que, por sua vez, pode causar a fosforilacdo de
estruturas citoesqueléticas (microtubulos e microfilamentos) e de
proteinas associadas ao citoesqueleto, induzindo transporte e a fusao
de vesiculas portadoras de canais de agua (aquaporina-2-proteina) na
face interna da membrana apical das células granulares (HARRIS &
HANDLER, 1988). Os canais de &agua estdo armazenados em
vesiculas tubulares, localizadas no citoplasma subapical das células
epiteliais do ducto coletor de mamiferos, da pele e da bexiga urinaria
de anfibios (HAYS, 1996). Para a resposta do tecido a vasopressina,
tanto os microtubulos como os microfilamentos sdo independentemente
necessarios para o inicio da incorporagdo dos canais de agua e do
concomitante aumento da permeabilidade a agua. Entretanto, somente
os microfilamentos sdo necessarios para a manutencao da resposta do

tecido a vasopressina (PEARL & TAYLOR, 1985).

AGOES RENAIS DO HORMONIO ANTIDIURETICO

Os efeitos renais da vasopressina sdo mediados pelos receptores
V1 e Va. Os receptores V¢ controlam a contragado das células mesangiais
no glomérulo e a contragdo da musculatura lisa vascular dos vasos retos
e da arteriola eferente (EDWARDS, TRIZNA & KINTER, 1989), entretanto,

a importancia fisiolégica dessas ag¢des ainda nao foi conclusivamente
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definida. Os receptores V4 também aumentam a sintese de
prostaglandinas nas células intersticiais medulares. Como a
prostaglandina E, inibe a enzima adenilato ciclase no ducto coletor, a
estimulacdo da sintese de prostaglandinas pelos receptores V; limita a
antidiurese mediada pelo receptor V, (SONNENBERG & SMITH, 1988).
Esse fendmeno também ocorre na bexiga urinaria de sapo (HANDLER,
1981). Os receptores V4, nas células principais no ducto coletor cortical,
também podem inibir diretamente o fluxo de dgua mediado pelo receptor
V, por meio da ativagdo da proteina quinase C (SCHLONDORFF &
LEVINE, 1985).

Os receptores V, sao responsaveis pela resposta mais
proeminente a vasopressina, isto €, o aumento da permeabilidade do
ducto coletor a agua. Outras acdes renais mediadas pelos receptores V>
incluem a reabsorcao de sodio e uréia, ambos mediados pelo AMPc

(STAR et al., 1988; SCHAFER & TROUTMAN, 1990).

AGENTES FARMACOLOGICOS QUE INTERFEREM NA AGAO
HIDROSMOTICA DA VASOPRESSINA

Tem sido descrita a interferéncia de um grande numero de drogas,
com as mais diversas caracteristicas quimicas e farmacologicas, que
atuam em diferentes pontos da cadeia de eventos desencadeada pela
interacdo da vasopressina com 0s receptores na membrana basolateral
da bexiga de sapo, como prostaglandinas (PARNOVA et al., 1997),
agentes antimitoticos (TAYLOR et al., 1978), agentes colinérgicos

(ARRUDA & SABATINI, 1980), catecolaminas (HANDLER, BESINGER &
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ORLOFF, 1968), anestésicos locais (LEVINE et al., 1979) e calcio
(HARDY & DIBONA, 1982). A Figura 1 esquematiza os possiveis locais
de acao das drogas citadas anteriormente, ao nivel celular da bexiga de

sapo.
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Como se pode observar, muitos trabalhos foram realizados com a
finalidade de verificar a interferéncia de agentes quimicos e
farmacolégicos sobre o transporte de agua e eletrdlitos em bexiga de
sapo. Entretanto, a interferéncia de toxinas isoladas de serpente sobre
esses fendbmenos de transporte € ainda pouco conhecida e, muitas vezes,
nem sequer € identificada na literatura. Entre as toxinas de serpentes,

podemos citar as miotoxinas.

MIOTOXINAS DO VENENO DE SERPENTES

As miotoxinas dos venenos das serpentes constituem um grupo
heterogéneo de toxinas que atuam primariamente no tecido muscular,
causando mionecrose (MEBS & OWNBY, 1990). As miotoxinas dos
venenos sdo componentes extremamente potentes, sendo incluidas na
categoria dos produtos naturais mais ativos, uma vez que quantidades de
1 ug injetadas experimentalmente em geral causam notavel dano as fibras
musculares esqueléticas de camundongos e de ratos.

A necrose muscular é uma sequela comum, causada, muitas
vezes, por diversos componentes do veneno que agem sinergicamente,
razao pela qual as tentativas de prevengao desses efeitos sao infrutiferas,
mesmo porque ocorrem de forma muito rapida, logo apos a picada desses
animais. A pele e a musculatura esquelética sdo os primeiros tecidos
corporais afetados nos acidentes ofidicos. Em certos casos, o dano local
pode levar a uma marcante diminui¢do funcional ou, em acidentes graves,

a amputacdo do membro afetado (ROSENFELD, 1971). Além disso, a
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miotoxicidade sistémica pode causar comprometimento renal, frequente
causa de morte nas vitimas de picada de serpentes (AZEVEDO-
MARQUES et al., 1985).

As miotoxinas descritas em veneno de serpente podem ser
classificadas em 3 principais grupos, constituidos por familias de
proteinas estruturalmente distintas: peptideos miotdxicos, cardiotoxinas e
fosfolipases A, miotéxicas. Um quarto grupo de proteinas miotoxicas tem
sido considerado, incluindo uma variedade de componentes do veneno
que podem danificar o musculo esquelético por mecanismos indiretos.
Como, por exemplo, toxinas hemorragicas, que causam dano ao fluxo de
sangue local, isquemia e mionecrose secundaria, sdo consideradas

fatores miotdxicos indiretos.

PEPTIDEOS MIOTOXICOS

Incluem polipeptideos basicos de pequena massa molecular, da
ordem de 4.000 daltons, com 43 a 45 residuos de aminoacidos, exibindo
homologia sequencial, ligados por trés pontes dissulfeto (FOX, ELZINGA
& TU, 1979), como a miotoxina a do veneno da Crotalus viridis viridis
(OWNBY, CAMERON & TU, 1976), o peptideo ¢ do veneno da Crotalus
viridis helleri (MAEDA et al., 1978), a crotamina do veneno de Crotalus
durissus terrificus (LAURE, 1975), miotoxina | e Il do veneno de Crotalus
viridis concolor (ENGLE et al., 1983; BIEBER, MCPARLAND & BECKER,
1987), toxina Ill do veneno de Crotalus horridus horridus (MEBS,
EHRENFELD & SAMEJIMA, 1983) e toxina CAM do veneno de Crotalus

adamanteus (SAMEJIMA, AOKI & MEBS, 1988). Essas miotoxinas nao
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exibem atividade enzimatica. A crotamina e a miotoxina a atuam nos
canais de sodio, promovendo maior influxo desse ion para dentro das
células musculares, sem afetar a integridade do sarcolema. No entanto,
alteram o equilibrio hidroeletrolitico celular, com dilatacdo das cisternas do
reticulo sarcoplasmatico e prejuizo da fungdo da enzima Na'/K'ATPase.
Histologicamente, aparecem inumeros vacuolos entre as miofibrilas, em
razao do desequilibrio funcional do reticulo sarcoplasmatico, cujo papel é

manter a homeostasia iGnica citossdlica juntamente com as mitocdndrias.

CARDIOTOXINAS

Sao proteinas basicas de baixa massa molecular, de 6.000 a 7.000
daltons, desprovidas de atividade enzimatica e que possuem de 60 a 62
residuos de aminoacidos interligados por 4 pontes dissulfeto. Apresentam
uma variedade de acdes em diferentes tipos de células: causam hemdalise,
despolarizacdo e contratura nas células musculares esqueléticas com
consequente necrose (HARVEY, 1985; FLETCHER & LIZZO, 1987).
Essas miotoxinas foram originariamente assim chamadas por sua agao in
vivo sobre o coragdo, causando arritmias cardiacas (CONDREA, 1974).
OWNBY, FLETCHER & COLBERG (1993) demonstraram que a
cardiotoxina | do veneno da serpente Naja naja atra pode causar necrose
in vivo da musculatura esquelética, porém esse efeito ja havia sido
relatado por DUCHEN et al. (1974), com a cardiotoxina do veneno de
Naja mossambica mossambica.

As cardiotoxinas alteram a funcdo dos canais de sédio, semelhante

a miotoxina a e a crotamina. No entanto, os efeitos morfolégicos nao se
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assemelham aos induzidos por essas toxinas, mas sao similares aos
produzidos pelas miotoxinas com e sem atividade PLA, (OWNBY,
FLETCHER & COLBERG, 1993). As cardiotoxinas sao proteinas
altamente basicas, com grande porcédo de sua superficie carregada
positivamente. O sitio real de interagdo das cardiotoxinas com as
membranas das células musculares ainda é obscuro, porém podem ser
sugeridos: (a) sitios na membrana carregados negativamente, (b) sitios de
ligacao de calcio e (c) proteinas integrais da membrana (HARVEY, 1985).
Os possiveis modos de agao das cardiotoxinas incluem: (1) agao direta
sobre a membrana plasmatica, promovendo a ruptura da mesma,
acompanhada por despolarizagao, (2) agao indireta por meio da ativagao
de fosfolipases C enddgena do tecido, ou (3) uma combinagdo dos dois
mecanismos e (4) uma possibilidade adicional para o mecanismo de agao
seria pela inibicdo da Na'/K'ATPase, seguida do aumento da
concentracdo osmotica de Na* e de edema celular por influxo passivo de

agua para a célula (OWNBY, FLETCHER & COLBERG, 1993).

FOSFOLIPASES A, MIOTOXICAS

As fosfolipases A, miotdxicas encontradas nos venenos de
serpentes podem ser divididas em neurotdxicas e nao-neurotoxicas
(MEBS & OWNBY, 1990). No grupo das fosfolipases A, miotdxicas nao-
neurotéxicas ha uma subdivisdo entre as miotoxinas com alta atividade
enzimatica (PLA, Asp49) e as com baixa ou nenhuma atividade

enzimatica (PLA; Lys49).



Introducgéo 14

As fosfolipases A; sao enzimas interfaciais dependentes de calcio,
que hidrolisam especificamente a posicdo sn-2 dos fosfolipideos de
membrana, liberando quantidades equimolares de acidos graxos e
lisofosfolipideos (Figura 2). As fosfolipases A, estdo amplamente
distribuidas na natureza, sendo encontradas tanto no interior como no

exterior da célula (KUDO & MURAKAMI, 2002).

PLA,
RTZ C‘3H2—0—|C|3—R1
R;,—~C—O—CH o ‘1”’
-0
O
PLC

Figura 2: Sitios de acdo das fosfolipases. Ry e R, referem-se aos acidos graxos nas
posicdes sn-1 e sn-2 dos fosfoglicerideos numerados estereoespecificamente. X refere-
se aos grupos polares, sendo que os mais comuns s&o a colina, a etanolamina, a serina,
o inositol e o glicerol; PLA,: fosfolipase A,, PLA;: fosfolipase A4, PLC: fosfolipase C, PLD:

fosfolipase D.

Essas enzimas participam de diversos processos fisioldgicos, como
o remodelamento de membranas, a digestdo de fosfolipideos e os
mecanismos de transducdo de sinais. Além disso, as fosfolipases A;
hidrolisam fosfolipideos de membrana, liberando acido araquidénico, o
que pode induzir a sintese secundaria de compostos enddégenos como

prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos, os quais participam
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diretamente da resposta inflamatéria (KUDO & MURAKAMI, 2002). A
producao de mediadores lipidicos pré-inflamatoérios torna essa enzima um
importante alvo terapéutico para o tratamento das doencas inflamatoérias.
Assim, as fosfolipases A, sdo enzimas de grande interesse médico e
cientifico em razdo de seu envolvimento em uma variedade de doencas
inflamatdrias humanas e nos envenenamentos ofidicos e de abelhas.

A quantidade de informacgao ja obtida sobre essas enzimas permitiu
o conhecimento detalhado do mecanismo de catalise. A unidade catalitica
compreende os residuos His48, Asp99 e uma molécula de agua. A
hipétese de catalise interfacial assume a transferéncia de um fosfolipideo
de um substrato agregado (membrana ou lipossoma) para o sitio catalitico
através de um canal hidrofébico na enzima, formado principalmente pela
hélice N-terminal (SCOTT & SIGLER, 1994). O sitio de ligagao do calcio é
formado pelos residuos Tyr28, Gly30, Gly32, duas moléculas de agua e
Asp49. O papel do ion calcio provavelmente envolve a estabilizacdo do
complexo tetraédrico intermediario formado (VERHEIJ et al., 1980). O
calcio € um cofator essencial para a atividade catalitica das PLA2s e sua
substituicdo por outros ions divalentes, como o bario ou cadmio, inibidores
competitivos, resulta em significativa redugao da atividade (YU, BERG &
JAIN, 1993). As PLAs enzimaticamente ativas requerem calcio para a
estabilizacdo de uma conformacgao catalitica, apresentando um sitio de
ligagao para o calcio (VERHELNJ et al., 1980), que é formado pelo grupo -
carboxilico do Asp49 e pelo grupo C=0 carbonilicos da Tyr28, Gly30 e

Gly32 (FLEER, VERHEIJ & HAAS, 1981). Além disso, duas moléculas de
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agua estruturalmente conservadas completam o sitio de ligagao do calcio,
formando uma bipiramide pentagonal (SCOTT & SIGLER, 1994).

O residuo de aspartato na posi¢ao 49 é fundamental para a ligacéo
do célcio, pois a substituicdo conservativa Asp49—Glu49 reduz em 12
vezes a afinidade pelo calcio, com concomitante perda da atividade
enzimatica, enquanto outras substituicdes por Asn, Gin, Lys ou Ala, nesta
mesma posigdo, por meio de mutagénese sitio-dirigida, demonstraram
que todas as linhagens mutantes perdiam a afinidade ligante de calcio,
mas mantinham a estabilidade conformacional das proteinas mutantes
similar a da proteina nativa. Portanto, o residuo Asp49 tem importancia
funcional no mecanismo catalitico da PLAjs, provavelmente pela
capacidade de ligar e orientar corretamente o ion calcio, no entanto, esse
aminoacido ndo tem relevancia na estabilidade da conformacéao estrutural
dessa enzima (LI et al., 1994).

As PLA;s foram classificadas em 11 grupos principais com base em
critérios estruturais, funcionais, dependéncia de calcio para atividade e
localizagéo subcelular (SIX & DENNIS, 2000) (Tabela 1). Os venenos de
serpentes sao ricos em fosfolipases A, dos grupos | e Il e sua atividade
catalitica sobre as membranas celulares de tecidos especificos sugere um
importante papel para essas enzimas na toxicidade dos venenos.
Independentemente de sua fungao catalitica primaria, as fosfolipases A;
encontradas nos venenos podem induzir diversos efeitos farmacolégicos
adicionais, como neurotoxicidade pré e/ou pés-sinaptica, cardiotoxicidade,

miotoxicidade, edema, hemdlise, anticoagulagao, convulsdo, hipotensao e
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efeito bactericida (OWNBY et al.,

CALDERON, 2003).

Tabela 1. Os diferentes grupos de PLA.s e suas caracteristicas.

1999; LOMONTE, ANGULO &

Grupo Fonte Localizagao n Tamanho Requerimento Pontes
(kDa) de Ca™ dissulfeto

I

A Venenos elapidicos Secretada 13 -15 mM 7

B Pancreas Secretada 13 -15 mM 7
l

A Venenos viperidicos, Secretada 13 -15 mM 7

liquido sinovial,
plaquetas
B Veneno de Bitis Secretada 13-15 mM 6
gabonica
C Testiculo de rato e Secretada 15 mM 8
camundongo
i Venenos de abelhas e Secretada 16 -18 mM -
lagartos

v Rim e plaquetas Citossolica 85 < uM
\'J Coracéo, pulméo Secretada 14 mM 6
Vi Macréfagos Citossolica 80 - 85 Nao ha -
VII Plasma humano Secretada 45 Nao ha -
VIII Cérebro de boi Citossolica 29 Nao ha -
IX Lesma marinha Secretada 14 <mM 6
X Pulméao fetal humano Secretada 13,6 mM 8
Xl

A Broto de arroz Citossolica 12,4 mM 6

B Broto de arroz Citossolica 12,9 mM 6

MIOTOXINAS NEUROTOXICAS COM ATIVIDADE FOSFOLIPASICA A,

S&o toxinas potentes, com atividade fosfolipasica Az, e incluem a

notexina do veneno de Notechis scutatus scutatus (HARRIS, JOHNSON &

KARLSSON, 1975), a crotoxina do veneno da Crotalus durissus terrificus

(GAPALAKRISHNAKONE et al.,

1984), a taipoxina do veneno da

Oxyuranus scutellatus (HARRIS & MALTIN, 1982) e a toxina mojave do

veneno de Crotalus scutulatus scutulatus (CATE & BIEBER, 1978).
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As alteragdes patoldgicas produzidas por essas miotoxinas nas
células musculares caracterizam-se por hipercontracdo  dos
miofilamentos, levando a agregacao das miofobrilas, acompanhada de
despolarizacido e necrose da célula. O mecanismo proposto para explicar
essas alteracdes tem sido o de que haveria hidrolise dos fosfolipideos da
membrana em razao da atividade enzimatica, da ruptura do sarcolema e
da perda da capacidade da célula em regular o fluxo de calcio extracelular
(GUTIERREZ, OWNBY & ODELL, 1984), o que levaria as alteracdes

patolégicas observadas.

MIOTOXINAS NAO-NEUROTOXICAS COM E SEM ATIVIDADE
FOSFOLIPASICA A,

Essas toxinas causam danos musculares idénticos aos
anteriormente mencionados, porém nao causam sintomas neurotoxicos.
Provocam intensa mioglobinuria com consequente faléncia renal,
responsavel pelo efeito letal em camundongos (FOHLMAN & EAKER,
1977). Dentre as proteinas dos venenos de serpentes com atividade
miotoxica estdo algumas fosfolipases A,.

As fosfolipases A, miotdxicas encontradas nos venenos de
serpentes podem ser divididas em duas subclasses: (a) as que possuem
um residuo de acido aspartico na posicdo 49 (PLAzs Asp49) e alta
atividade enzimatica e (b) as que possuem um residuo de lisina na
posicao 49 (PLAzs Lys49) e muito baixa ou nenhuma atividade enzimatica

(HOMSI-BRANDEBURGO et al., 1988; ARNI & WARD, 1996). A auséncia
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de atividade enzimatica é justificada pela substituicdo do residuo de

Asp49 por Lys49, o que impede a ligagao do ion de calcio catalitico.

No veneno das serpentes do grupo lIA estao presentes:

1) As fosfolipases A, com residuo de aspartato na posigédo 49
(PLAzs Asp49), que sao cataliticamente ativas e incluem a miotoxina | do
veneno de Bothrops asper (GUTIERREZ, OWNBY & ODELL, 1984) e as
miotoxinas dos venenos de Naja nigricollis, Naja haje haje e Naja nivea
(MEBS, 1986).

2) As fosfolipases A, inativas ou pouco ativas enzimaticamente
(SELISTRE-DE-ARAUJO, WHITE & OWNBY, 1996) incluem a
bothropstoxina | de Bothrops jararacussu (HOMSI-BRANDEBURGO et al.,
1988; RODRIGUES-SIMIONI et al., 1995), a miotoxina Il (LOMONTE &
GUTIERREZ, 1989) do veneno de Bothrops asper e a miotoxina |l de

Bothrops godmani (DIAZ, GUTIERREZ & LOMONTE, 1992), entre outras.
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PLA,s LYS49 MIOTOXICAS

As primeiras proteinas dessa classe a serem descritas foram a
bothropstoxina-l, do veneno de Bothrops jararacussu (HOMSI-
BRANDEBURGO et al., 1988), e a miotoxina Il de Bothrops asper
(LOMONTE & GUTIERREZ, 1989). Outras proteinas dessa familia foram
descritas nos venenos das serpentes do género Agkistrodon
(MARAGANORE et al., 1984; JOHNSON & OWNBY, 1993), Trimeresurus
(LIU et al., 1990) e Crotalus (TSAI et al., 2001). No entanto, a unica fonte
conhecida das PLAzs Lys49 sdo os venenos de serpentes da familia
Viperidae (OWNBY et al., 1999).

Algumas PLA,s Lys49 ja tiveram seu cDNA clonado (WARD et al.,
1995; SELISTRE-DE-ARAUJO, WHITE & OWNBY, 1996a), a partir de
bibliotecas geradas das glandulas veneniferas de serpentes. Além disso,
diversas PLAzs miotdxicas de veneno de serpente ja foram expressas em
E. coli, incluindo a ACLMT (GIULIANI et al., 2001; CHIATO & WARD,
2003). Estudos sobre evolugao sugerem que as PLA,s Lys49 surgiram da
duplicagdo do gene ancestral de PLA;s em uma forma acelerada de
evolucdo, preservando uma mutacao crucial para a atividade catalitica na
estrutura da enzima PLA; Asp49 (MOURA-DA-SILVA et al., 1995).

A analise comparativa da sequéncia de aminoacidos mostrou
claramente que as PLAs Lys49 constituem uma subfamilia de PLA.s,
com alto grau de similaridade em sua estrutura primaria, o que néo é
observado nas PLAj;s Asp49 (SELISTRE-DE-ARAUJO, WHITE &

OWNBY, 1996b). As PLAzs Lys49 apresentam cerca de 75% de
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similaridade entre si, no entanto, em relacdo as PLAzs Asp49, o grau de
identidade diminui em média 50%.

A estrutura cristalografica de diversas PLA;s K49 ja foi determinada
em razao de sua facilidade de cristalizagao e alto grau de conservagéao de
estrutura terciaria em relagao as outras PLA;s D49 (ARNI et al., 1995; DA
SILVA GIOTTO et al., 1998; DE AZEVEDO JR. et al., 1999). Analisando
diversas destas estruturas, Falconi et al. (2000) observaram que as
miotoxinas PLAzs K49 apresentam no minimo duas areas superficiais
altamente carregadas com cargas positivas, ao contrario da PLAzs D49,
que possuem apenas uma dessas areas. Esses autores propuseram um
modelo em que essa ligagdo de dupla face altamente positiva poderia
desestabilizar a bicamada lipidica e gerar um poro estavel, em
decorréncia das porgdes hidrofébicas que flanqueiam os sitios catinicos.
Nos ultimos anos, houve crescente interesse no estudo dos componentes
do veneno responsaveis pela mionecrose e seu modo de agao, resultando
no isolamento e na caracterizacido de diversas miotoxinas com estrutura
de PLA,. Assim, a familia das PLA,s Lys49 vem sendo gradualmente

expandida (Tabela 2).
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Tabela 2. Miotoxinas PLA;s Lys49 isolada de veneno de serpente.

Espécie

Denominagao

Referéncias

Agkistrodon piscivorus piscivorus
Agkistrodon bilineatus
Agkistrodon contortrix laticinctus
Atropoides (Bothrops) nummifer
Atropoides (Bothrops) nummifer
Atropoides (Bothrops) nummifer
Bothrops asper

Bothrops asper

Bothrops asper

Bothrops atrox

Bothrops atrox

Bothrops jararacussu

Bothrops moojeni

Bothrops moojeni

Bothrops neuwiedi

Bothrops neuwiedi pauloensis
Bothrops pirajai

Bothrops pirajai

Bothrops pradoi

Bothriechis (Bothrops) schlegelli
Calloselasma rhodostoma
Cerrophidion (Bothrops) godmani
Cerrophidion (Bothrops) godmani
Crotalus atrox

Crotalus molossus molossus

Deinagkistrodon (Agkistrodon) acutus

Deinagkistrodon (Agkistrodon) acutus

Trimeresurus albolabris
Trimeresurus flavoviridis
Trimeresurus flavoviridis
Trimeresurus gramineus
Trimeresurus gramineus
Trimeresurus mucrosquamatus
Trimeresurus okinavensis

Trimeresurus puniceus

AppK49
PLA-II

ACL myotoxin
Myotoxin |
Miotoxina |h
Miotoxina Il
Miotoxina Il
Miotoxina IV
Miotoxina IVa
Ba-K49
BaPLA-I
Bothropstoxin |
Miotoxina |
Miotoxina Il
Miotoxina |
BnSP-7
Piratoxina |
Piratoxina Il
PRA-1
Miotoxina |
CRV-K49
Miotoxina Il
PgoK49
Cax-K49
Cmm-K49
Dac-K49
Dac-K49b
Tal-K49
BP-I

BP-II
PLA,-V
PLA,-VII
TMV-K49
To3
Tpu-K49

Maraganore et al.,1984
Nikai et al., 1994
Johnson & Ownby, 1993
Gutiérrez et al., 1986
Rojas et al., 2001
Angulo et al., 2000
Lomonte & Gutiérrez, 1989
Diaz et al., 1995

Lizano et al., 2001
Maraganore et al., 1984
Kanashiro et al., 2002

Homsi-Brandeburgo et al., 1988

Lomonte et al., 1990
Lomonte et al., 1990
Geoghegan et al., 1999
Rodrigues et al., 1998
Toyama et al., 1995
Toyama et al., 1995
Moura-da-Silva et al., 1991
Angulo et al., 1997
Tsai et al., 2000

Diaz et al., 1992

Tsai et al., 2001

Tsai et al., 2001

Tsai et al., 2001

Wang et al., 1996

Tsai et al., 2001

Tsai et al., 2001
Yoshizumi et al., 1990
Liu et al., 1990

Nakai et al., 1995
Nakashima et al., 1995
Wang et al., 1996
Nobuhisa et al., 1996
Tsai et al., 2001
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As PLA2s Lys49 tém sido descritas como enzimaticamente inativas
contra a maioria dos substratos usualmente testados para as PLA;s,
como lecitina de gema de ovo e fosfolipidios isolados. No entanto,
recentemente alguns autores observaram que as PLAzs Lys49 sao
capazes de hidrolisar fosfolipideos em situacdes especiais, liberando
acido araquidénico (YAMAGUCHI et al., 1997; SOARES et al., 2002).

A baixa atividade enzimatica detectada em algumas preparagdes
de PLAjs Lys49 poderia ser decorrente da presenga de pequenas
quantidades de PLA,; Asp49 ativa contaminante, uma vez que os venenos
normalmente sao ricos em isoformas de fosfolipases. A produgao e o uso
de PLA2s Lys49 recombinantes poderao eliminar a contaminagao e tornar
a interpretacéo dos resultados de atividade enzimatica mais consistentes.
Foi demonstrado que uma forma recombinante da bothropstoxina | nio
apresenta atividade catalitica in vitro, no entanto, observou-se baixa
atividade enzimatica em substratos naturais (WARD et al, 2002).
Entretanto, ainda nao foi definido o papel da atividade enzimatica no
mecanismo téxico das PLA,s Lys49.

Uma possivel explicagdo para a baixa atividade enzimatica das
PLA,s Lys49 foi sugerida por LEE et al. (2001), que, estudando estruturas
cristalograficas de Lys49 PLA,s, observaram que algumas dessas
proteinas possuiam uma molécula de acido graxo co-cristalizada, ligada
ao “centro ativo”. Esses autores propuseram um mecanismo por meio do
qual as PLAys Lys49 poderiam promover a hidrolise de alguns
fosfolipideos, principalmente aqueles carregados negativamente, assim o

acido graxo livre produzido na reagdo nao se deslocaria do centro ativo,
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inibindo a enzima para reagdes posteriores. Embora ndo haja dados
experimentais que comprovem essa hipbtese, ela parece bastante
plausivel e de acordo com os resultados descritos na literatura. No
entanto, havendo ou nao hidrdlise, essas enzimas se ligam fortemente as
membranas e sdo capazes de produzir lise da célula.

Duas caracteristicas marcantes das PLAs Lys49 é a presenca de
15% de residuos basicos e o dominio C-terminal altamente rico em lisina,
formando nesse dominio uma sequéncia de ligacdo para heparina
(OWNBY et al., 1999). A heparina € um glicosaminoglicano sulfatado,
composto por acido hexurénico ou idurdnico alternado com glicosamina.
Os substituintes sulfatados séo principalmente grupos N-sulfatados ou O-
sulfatados (KJELLEN & LINDAHL, 1991). Experimentos realizados com
miotoxina Il do veneno de Bothrops asper demonstraram que a ligagao da
heparina inibe sua atividade citotoxica sobre células endoteliais
(LOMONTE et al., 1994a).

Um peptideo sintético correspondente a regido C-terminal
(residuos 115-129) da miotoxina Il, em altas concentragdes, reproduziu o
efeito citolitico da toxina nativa, e esse efeito foi inibido pela heparina
(LOMONTE et al., 1994a). Esses resultados sugerem que a regiao C-
terminal (residuos 115-129) é parte do sitio de ligagdo da heparina na
miotoxina Il, o qual esta envolvido com a atividade citotdxica.

NUNEZ, ANGULO & LOMONTE (2001) demonstraram que um
peptideo sintético, correspondente a regidao C-terminal (residuos 115-129)
de uma PLA; Lys49 miotéxica da serpente Agkistrodon piscivorus

piscivorus, foi capaz de causar lise de células musculares esqueléticas
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em cultura e induzir edema em pata de camundongos in vivo. Essas
evidéncias mostram que a regido C-terminal (residuos 115-129) da PLA;
Lys49 miotoxica do veneno da serpente Agkistrodon piscivorus piscivorus
esta diretamente relacionada a seus efeitos miotoxicos. Recentemente,
LOMONTE, ANGULO & SANTAMARIA (2003) observaram que o
peptideo correspondente a regido C-terminal (residuos 115-129) da ACL
miotoxina do veneno da serpente Agkistrodon contortrix laticinctus
também foi capaz de exercer citotoxicidade in vitro e miotoxicidade in vitro
e in vivo. A Tabela 3 mostra a seqiéncia de aminoacidos da regido C-

terminal (residuos 115-129) de algumas PLA,s Lys49 miotoxinas.

Tabela 3. Seqiiéncia dos aminoacidos da regido C-terminal (residuos 115-129).

Serpente Seqiiéncia de aminoacidos
Agkistrodon contortrix laticinctus KKYKAYFKFKCKK
Agkistrodon piscivorus piscivorus KKYKAYFKLKCKK
Bothrops asper KKYRYYLKPLCKK

A mais bem documentada atividade biolégica exercida pelas PLA2s
Lys49 é sua capacidade de induzir necrose em ceélulas musculares
esqueléticas in vivo. Essas proteinas induzem mionecrose de forma
bastante rapida, cerca de 5 minutos apds inje¢cdo intramuscular ou
subcutédnea (JOHNSON & OWNBY, 1993). As alteragcbes patologicas
observadas incluem, inicialmente, a presenca de vacuolos no citoplasma
e expansao do reticulo sarcoplasmatico e, posteriormente, a formacao de
lesGes delta e a presenga de miofilamentos hipercontraidos (JOHNSON &
OWNBY, 1993). Esse quadro evolui para uma desorganizagdo miofibrilar

generalizada, com a separagdo anormal das miofibrilas, que apresentam
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aspecto necrotico (OWNBY et al., 1999). A atividade miotoxica das PLA,s
Lys49 tem sido geralmente estudada em camundongos, utilizando
técnicas histolégicas e ultraestruturais (GUTIERREZ, LOMONTE &
CERDAS, 1986; HOMSI-BRANDERBURGO et al., 1988), microscopia
intravital (LOMONTE et al., 1994b) e ensaios de liberagdo de creatina
kinase plasmatica (LOMONTE & GUTIERREZ, 1989). In vivo, a
miotoxicidade local € acompanhada por outros efeitos toxicos, incluindo
edema moderado (LOMONTE & GUTIERREZ, 1989), hiperalgesia
(CHACUR et al., 2003) e liberagao de citocinas pro-inflamatérias, como,
por exemplo, a interleucina-6 (LOMONTE, TARKOWSKI & HANSON,
1993). A capacidade de algumas PLA,s Lys49 em recrutar leucécitos para
a cavidade pleural em modelo in vivo também tem sido descrita (DE
CASTRO et al., 2000).

In vitro, os efeitos toxicos das miotoxinas sobre as preparacdes
neuromusculares diaframa-frénico isolada de camundongos tém sido
caracterizados para diferentes PLA;s Lys49 (DHILLON et al., 1987;
HELUANY et al., 1992). Além disso, ensaios in vitro utilizando diferentes
linhagens de células tém demonstrado ampla especificidade na agéao
citolitica das PLA2s Lys49 (LOMONTE, TARKOWSKI & HANSON, 1994).
No entanto, as culturas de células musculares se revelaram mais
suscetiveis a agao téxica dessas miotoxinas (LOMONTE et al., 1999).
Tanto a miotoxina Il (Asp49PLA;) como a miotoxina Il (Lys49PLA;) de B.
asper possuem atividade bactericida contra um amplo espectro de
bactérias (PARAMO et al., 1998). Foi demonstrado que o peptideo

sintético correspondente a regido C-terminal (115-129 residuos) da
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mitoxina Il também apresenta atividade bactericida. Essa atividade
também tem sido observada em outras PLAs Lys49 (SOARES et al.,
2002), sugerindo que a atividade bactericida deve ser uma propriedade
dessa familia de proteinas.

Estudos com lipossomos multilamelares demonstraram que
somente as vesiculas de carga negativa eram afetadas pelas PLAs
Lys49 (DIAZ et al., 1991). Esses experimentos mostraram que essas
miotoxinas afetam preferencialmente as bicamadas carregadas
negativamente, sugerindo o envolvimento de aminoacidos basicos no
mecanismo “danificador” de membranas bioldgicas. A forga de interagao
da miotoxina |l de Bothrops asper com sua membrana-alvo é reduzida a
4°C, sugerindo que, além de uma interagao eletrostatica, uma penetragao
hidrofébica seria requerida no mecanismo citolitico (LOMONTE et al.,
1994a). A ruptura de lipossomos por miotoxinas sem atividade enzimatica
também sugere que as PLAzs Lys49 sdo capazes de romper as
bicamadas por um mecanismo “independente” da hidrdlise de
fosfolipideos (DIAZ et al., 1991). Além disso, estudos realizados com
sistemas artificiais de lipossomas contendo fosfolipidios nao hidrolizaveis
mostraram que a miotoxina Il de Bothrops asper € capaz de induzir
ruptura de lipossoma sem a necessidade de hidrélise (FALCONI,
DESIDERI & RUFINI, 2000).

Foi sugerido que as PLAzs Lys49 podem interagir com as
membranas bioldgicas por meio da ligacdo com alta afinidade a um
receptor (HANASAKI & ARITA, 2002). A figura 3 mostra a interagdo de

uma PLA, com o fosfolipideo de membrana.



Introducgéo 28

De fato, diversos receptores para PLA,s foram descritos em alguns
tecidos de mamiferos, com os quais as toxinas com estrutura de PLA, se
ligam com alta afinidade (LAMBEAU & LAZDUNSKI, 1999). A homologia
entre PLAzs de venenos e mamiferos sugere que os efeitos patoldgicos
dessas toxinas poderiam ser mediados por meio da interagcdo com esses
receptores, justificando assim a alta afinidade por certos tipos de

membranas (VALENTIN & LAMBEAU, 2000).

eoretical Biophysics Group
Beckman Institate
University of Illinois at Urbana-Champaign

Figura 3: Interagdo de uma PLA, com os fosfolipidios de membrana.

Evidéncias histologicas e bioquimicas indicam que a membrana
plasmatica das células musculares é a primeira estrutura afetada por
essas toxinas (GUTIERREZ & LOMONTE, 1995). A mionecrose causada

por toxinas com estrutura de fosfolipase A, caracteriza-se pela ruptura da
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membrana plasmatica e pela hipercontracdo de miofibrilas, seguida da
dissolugdo dos componentes celulares (OWNBY, 1990). Ainda nao foi
determinado se as alteragdes provocadas por essas miotoxinas nas
células musculares que levam a necrose sdo resultado somente da
ruptura da membrana plasmatica ou se a miotoxina exerce sua agao
dentro célula, por internalizacido ou por transdugao de sinais.

Foi demonstrado que as PLA;s Lys49 induzem a despolarizagao da
membrana, o que nao foi observado para as PLA, Asp49. A
despolarizacdo € dependente de calcio, mas ndo é necessaria para os
efeitos miotoxicos (KIHARA et al.,, 1992; HELUANY et al., 1992). Além
disso, os acidos graxos, que sao os principais produtos da atividade
enzimatica dessas proteinas, potencialmente podem alterar a corrente
ibnica (WIELAND, FLETCHER & GONG, 1992) e, com isso, produzir uma
corrente de ions independente nos canais i6nicos preexistentes na
membrana, 0s quais poderiam ou nao participar dos efeitos
farmacoldgicos dessas enzimas (ALIX & WOODBURY, 1997). Essas
enzimas mostraram-se capazes de estimular a abertura de canais
liberadores de calcio em fragdes de reticulo endoplasmatico de células
musculares esqueléticas (FLETCHER et al., 1996). O influxo de célcio do
meio extracelular e a liberacdo de calcio dos estoques intracelulares
provavelmente seriam a consequéncia mais relevante dos disturbios na
membrana, resultando em alteracdes no citoesqueleto, dano mitocondrial
e ativacdo de fosfolipases calcio dependentes (JOHNSON & OWNBY,

1994).



Introducgéo 30

A toxina estudada no presente trabalho € uma PLA, Lys49
miotoxica conhecida como ACL miotoxina (ACLMT), encontrada no
veneno da serpente Agkistrodon contortrix laticinctus, comumente
conhecida como Broad-banded copperhead. Essa serpente habita apenas
a América do Norte, mais especificamente a regiao centro-oeste do
Estado do Texas, centro-norte de Oklahoma e sul do Estado de Kansas,
sendo geralmente encontrada em regides umidas, arborizadas e rochosas
(FOSTER & CARAS, 1994).

Embora seu mecanismo de agadao nao seja totalmente
compreendido, a ACLMT vem sendo utilizada como um excelente modelo
de inducao de lesdo em musculo esquelético para posteriores estudos de
regeneragao muscular. MORINI et al. (1998) demonstraram que a ACLMT
foi capaz de induzir necrose de fibras musculares dos tipos | e Il e
remodelamento axonal. A Figura 4 mostra a estrutura molecular da

ACLMT.
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Figura 4: Modelo molecular da ACL miotoxina, mostrando os aminoacidos
envolvidos no centro ativo (H48 e D99) e no sitio de ligacdo ao calcio (K49, G30 e
G32). Modelo desenvolvido com o software Modeller e visualizado com o WebLab,

usando como modelo a bothropstoxina.



OBJETIVOS

Na tentativa de contribuir de alguma forma para a compreensao do
complexo mecanismo de agdo das PLAzs Lys49 miotdxicas, o presente
trabalho teve por objetivo geral estudar o efeito da ACLMT sobre o transporte

de agua em bexiga urinaria de sapo, abordando os seguintes aspectos:

e O papel do calcio intracelular, do complexo calcio-calmodulina e das
prostaglandinas no efeito da ACLMT sobre o transporte de agua.
e A participagao de estruturas citoesqueléticas (microtubulos) no efeito

da ACLMT sobre o transporte de agua.



MATERIAIS E METODOS

MATERIAIS
ANIMAL
Foram utilizados sapos, Bufo marinus, adultos, sadios, de ambos
0s sexos, pesando em média 250 gramas. Bexigas com aderéncias ou
parasitadas nao foram utilizadas. Os sapos foram coletados
semanalmente, permanecendo no sapario, no maximo 7 dias, com agua e
alimento em abundancia, a temperatura ambiente, de onde eram levados
para o laboratério para sua utilizacao.
SOLUGOES E DROGAS
Solugéo isotdnica de Ringer Fosfato (1*) com osmolaridade de 250
mOsm/l, contendo: 110 mM NacCl; 3,5 mM KCI; 0,5 mM MgCl,.6H,0; 2,0
mM NayHPO412H,0; 1,8 mM CacCl,.2H,0; 10,0 mM CgH1206.H20; com
pH final da solugao de 7,4.
Solugédo de Ringer Fosfato (2*) diluida (1:5) em agua destilada,
com osmolaridade de 50 mOsm/I.

Arginina-vasopressina, 3’5’ AMP,, 8-clorofeniltiomonofosfato de
adenosina ciclico, forscolina, lantanio, nifedipina, carbacol, trifluoperazina,
colchicina, indometacina, todos esses agentes foram adquiridos da
Sigma - USA.

A ACLMT foi purificada como previamente descrito por

JONHNSON & OWNBY (1993). A proteina de fusdo MBP-ACLMT foi
expressa em nosso laboratorio por Carla Denari Giuliani e gentiimente

cedida para o presente estudo.
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Os peptideos sintéticos correspondentes a regido C-terminal da
ACLMT e da PLA; Lys49 miotdxica do veneno da serpente Agkistrodon
piscivorus piscivorus foram gentilmente cedidos pelo Prof. Bruno
Lomonte, da Faculdade de Microbiologia, Intituto Clodomiro Picado,
Universidade da Costa Rica. Os peptideos foram solubilizados em agua

Milli-Q imediatamente antes dos experimentos.

METODOS

Foi utilizada a técnica descrita por BENTLEY (1958) para a
determinagdo do fluxo de agua. Apds a destruicdo do encéfalo e da
medula por meio de um estilete, procedia-se a exposicdo da bexiga
bilobada, por meio de incisdo no abdémen e retirada de uma porgao
desse tecido para lavagem em solucdo de Ringer Fosfato (1%). A
manipulacédo da bexiga requer certos cuidados, como: a ponta dos dedos
do manipulador e o fio de algoddao que serao utilizados devem ser
previamente umidecidos em solugao fisiolégica a fim de nao lesar o
tecido. Em seguida, foram separados os dois lobos, sendo introduzido em
cada um deles um tubo de polietileno rigido, com 4 mm de didametro,
amarrando-se firmemente o tecido em volta do tubo, de modo a formar
uma pequena bolsa com o tecido na extremidade do tubo.

Essa pequena bolsa de tecido, em cujo interior encontra-se a face
mucosa do epitélio (correspondente ao compartimento urinario), era
separado do resto da bexiga, tendo-se o cuidado de deixar o minimo
possivel de tecido remanescente para facilitar a secagem e a pesagem. A

bolsa de tecido foi submetido a lavagem.
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A lavagem da face serosa foi realizada com solugdo de Ringer
Fosfato (1*), enquanto o interior (face mucosa) foi lavado com solugéo de
Ringer Fosfato diluida (2*). Foi introduzida por meio do tubo uma canula
de polietileno conectada a uma seringa; injetando 5 ml em cada bolsa de
bexiga.

A membrana foi mergulhada em um béquer contendo 40 ml de
solugédo de Ringer Fosfato (1*), sendo totalmente coberta pela solugao a
fim de evitar perda de peso por evaporacao, e fez-se coincidir o nivel da
solugéo externa com o menisco da solugéo interna Ringer Fosfato diluido
(2*), a fim de ndo criar um gradiente de pressao hidrostatica entre as duas
solucdes.

As diferencas ocasionais entre o nivel da solucdo externa e o
menisco da solucdo interna no tubo, provocadas pela variacdo do tdnus
da musculatura lisa da bexiga, ndo desempenham papel significativo
algum sobre o fluxo de agua nessa estrutura (HANDLER, BESINGER &
ORLOFF, 1968).

Os experimentos foram conduzidos em banho-maria com
temperatura controlada por meio de um termostato e de um termémetro, a
fim de manter a temperatura do sistema em torno de 23°C. Durante os
experimentos, o compartimento seroso foi mantido sob borbulhamento de
ar saturado com vapor de agua (bomba de aquario) para oxigenar o meio
e proporcionar agitagdo constante das solugdes (Figura 5).

Os resultados obtidos com as variagbes de peso (mg) da bexiga

foram expressos como variagdes de volume (ul).
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FIGURA 5: Esquema da montagem para a medida do fluxo de agua

através da bexiga de sapo (Técnica de Bentley, 1958).
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PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

As bexigas foram deixadas em repouso na solugdo isotbnica de
Ringer Fosfato (1*) por aproximadamente 60 minutos (periodo de
incubacédo) para se adaptarem as condigdes in vitro, enquanto os
periodos experimentais tiveram duragcdo de 30 minutos cada. Apds o
periodo de incubagao das bexigas, iniciou-se o periodo experimental: as
bexigas foram esvaziadas, lavadas e preenchidas com solugao de Ringer
Fosfato diluida (2*).

A bexiga foi entdo pesado em uma balanga de precisdo (CHYO-JK-
180), efetuando-se, assim, a pesagem inicial. Em seguida foi mergulhado
na solugcdo de banho (40 ml), cuja solugao Ringer Fosfato (1*) também
havia sido trocada (Figura 5).

Apds 30 minutos, retira-se a hemi-bexiga da solugdo de banho e
procede-se a secagem e a pesagem final. A diferenga entre as duas
pesagens € decorrente do fluxo de agua, que € movido pelo gradiente
osmotico entre as duas faces da membrana. Esse fluxo foi chamado de
fluxo basal. Em seguida, foram realizados os outros periodos
experimentais, introduzindo-se, entdo, os agentes farmacolégicos na
solucao de banho.

Uma observacdo importante, que deve ser destacada ainda no
procedimento experimental, diz respeito a utilizacdo dos agentes
farmacolégicos. Esses agentes, com excecao da vasopressina, do AMPq,
do 8-clorofeniltio-AMPc e da forscolina, foram adicionados na solugao de
banho 30 minutos antes do periodo subsequente, a fim de fornecer tempo

suficiente para ocorrer sua difusdo pelas estruturas teciduais até atingir
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seus locais de agcdo. Como o fluxo de agua foi determinado a cada 30
minutos, o peso inicial das bexigas do periodo subsequente coincidia com
o peso final do periodo precedente. Nos experimentos conduzidos com a
colchicina, o periodo de incubacdo desse agente foi de 4 horas, como
descrito por TAYLOR et al. (1978).

Em alguns experimentos a toxina foi adicionada dentro da bolsa de
tecido, isto é, em contato com a face mucosa do epitélio, sendo
introduzida, através do tubo de polietileno, uma canula conectada a uma
seringa, por meio da qual se injetou a toxina na concentracdo de 20 nM
em 5 ml de Ringer Fosfato diluida (2*).

Ressalta-se que todos os protocolos experimentais selecionados
sempre permitiram a utilizagcao de experimentos pareados, os quais foram
conduzidos em bexigas oriundas do mesmo animal. Desse modo, foi
possivel comparar os valores obtidos no periodo inicial (controle) com os
do periodo experimental realizado posteriormente na mesma bexiga, ou,
entdo, comparar as bexigas gémeas, em que uma foi utilizada como
controle e a outra, como experimental. Dessa forma, as comparacdes
puderam ser utilizadas no sentido "horizontal", entre os periodos
realizados na mesma bexiga, ou no sentido "vertical", entre os periodos
realizados concomitantemente na bexiga controle e na bexiga

experimental.
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ANALISE HISTOLOGICA

As bexigas foram incubadas por 30 minutos com ACLMT na
concentragcdo de 20nM. Apds essa incubagdo, as bexigas foram
imediatamente fixadas em solugdo de Bouin. Para analise histolégica da
bexiga urinaria de sapo, o tecido foi incluido em parafina, os cortes foram
corados com hematoxilina para a avaliagao por meio de um microscépio
de luz. As laminas foram gentilmente elaboradas e cedidas pela Profa

Nelcy F. Verani, do Departamento de Hidrobiologia da UFSCar.

ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os resultados sao apresentados em termos de
Média + Erro-Padrao (EPM) e a Significancia (p) foi verificada a partir da
aplicagado do Teste T (Student) para amostras pareadas e ndo pareadas

(SNEDECOR & COCHRAN, 1978).
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Efeito da ACL miotoxina (ACLMT) sobre o transporte de agua na auséncia
e na presenga de vasopressina (AVP)

Para estudar o efeito da ACLMT sobre o transporte de agua em
bexiga urinaria de sapo, diversos experimentos foram conduzidos em
bexigas gémeas provenientes do mesmo animal. A Tabela 4 elaborada a
partir do protocolo Experimental descrito no Quadro 1, mostra os
resultados obtidos com varias concentragcbes de ACLMT (1 nM, 10 nM,
20 nM, 40 nM e 100 nM) adicionadas ao banho de Ringer Fosfato na
auséncia de vasopressina. Observa-se que, em todas as concentracdes
utilizadas, a ACLMT aumentou significativamente o fluxo basal de agua
nas bexigas experimentais em relagdo as bexigas controle (p < 0,01). No
entanto, o efeito hidrosmotico da ACLMT nao variou significativamente em
relagao as diferentes concentracdes utilizadas.

Para verificar se o efeito da ACLMT sobre o fluxo basal de agua é
reversivel, foram conduzidos experimentos de acordo com o protocolo
experimental descrito no Quadro 1. Nesse grupo de experimentos, as
bexigas experimentais foram tratadas com ACLMT no periodo anterior (2°
periodo). Entdo, permaneceram 30 minutos na solu¢do de banho sem a
presenca da toxina. Os valores para fluxo basal de agua nao foram
estatisticamente significativos em relagdo as bexigas que ndo receberam
o prévio tratamento com ACLMT (1,60 + 0,15 pl/min vs 1,25 + 0,15 pl/min;
n = 6; amostras pareadas). Este resultado mostra a total reversibilidade

do efeito estimulatério da ACLMT sobre o fluxo basal de agua.
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A Tabela 5, elaborada a partir do protocolo experimental descrito
no Quadro 1, mostra o efeito da ACLMT sobre o fluxo de agua na
presenca de vasopressina. A ACLMT foi adicionada 30 minutos antes da
adicdo do hormodnio antidiurético. Os resultados foram analisados 30
minutos apdés a adigdo de vasopressina. O grupo controle recebeu
vasopressina (10 mU/ml de banho) e o experimental, vasopressina
(10 mU/ml de banho) com ACLMT (1 nM, 10 nM, 20 nM, 40 nM e 100 nM)
em diferentes concentragcdes. Observa-se que, em todas as
concentragdes utilizadas, a ACLMT inibiu parcialmente o fluxo de agua na
presenca de vasopressina (p < 0,01, amostras pareadas).

Foram conduzidos diversos experimentos a fim de verificar se o
efeito da ACLMT sobre a agao hidrosmética da vasopressina é reversivel.
Os resultados foram obtidos a partir do protocolo experimental descrito no
Quadro 1. Os valores observados para o fluxo de agua em presenga do
horménio antidiurético, apdés a bexiga ter sido submetida a lavagem
posterior ao tratamento por ACLMT associada a vasopressina, foram de
29,50 + 2,60 pl/min, enquanto nas bexigas pareadas o fluxo de agua
estimulado pela vasopressina foi de 30,20 + 2,50 ul/min (n = 6; amostras
pareadas), sendo essa diferenca estatisticamente nao significativa. Esse
resultado mostra a total reversibilidade do efeito bloqueador da ACLMT
sobre a agao hidrosmatica da vasopressina.

A adicao de 20 nM de ACLMT na solugao dentro da preparagao,
isto €, em contato com a face mucosa do epitélio, ndo afetou o fluxo basal

de agua (1,15 + 0,07 pl/min vs 1,14 + 0,03 pl/min; n = 7; amostras
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pareadas), nem o fluxo de agua estimulado pela vasopressina (36,20 +

1,92 pl/min vs 37,46 + 2,45 pl/min; n = 6; amostras pareadas).

Quadro 1
Periodo de 30 minutos
HEMI-BEXIGAS 12 2° 3° 4° 52 62
CONTROLE Basal | Basal | Basal | Basal AVP AVP
AVP
EXPERIMENTAL | Basal | ACLMT | Basal | ACLMT + AVP
ACLMT

Basal = Ringer Fosfato (250 mOsm/I).

Tabela 4. Efeito da ACLMT sobre o fluxo basal de agua em
bexiga de sapo

ACLMT Grupo Grupo %
n [nM] controle experimental p aumento

Fluxo de agua (ul/min)
1 1,35+0,177 2,23+0,36 <0,01 65,18

10 1,25+0,14 2,10+0,31 <0,01 68,00

20 1,40+0,22 2,37+0,40 <0,01 69,28
40 1,25+0,07 2,10+0,06 <0,01 68,0

N o N NN

100 1,31+0,10 2,20+0,14 <0,01 67,93

ACLMT = ACL miotoxina; n = nimero de experimentos.
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Tabela 5. Efeito da ACLMT sobre o fluxo de agua estimulado
pela vasopressina (10 mU/ml de banho) em bexiga de sapo

Grupo controle Grupo
ACLMT (AVP) experimental %
n [nM] (AVP+ACLMT) p inibicdo

Fluxo de agua (ul/min)

1 30,91 +£2,19 26,11 £1,99 <0,01 15,52

10 34,81+ 2,54 28,70 £ 3,00 < 0,01 17,55

20 33,77 £2,51 26,05 £ 3,17 < 0,01 22,86
40 33,96 + 2,28 25,85+2,44 < 0,01 23,88

~N| o N o] N

100 37,50 + 2,41 29,79 £ 2,50 <0,01 20,56

AVP = vasopressina; ACLMT = ACL miotoxina; n = nUmero de experimentos.
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Efeito da ACLMT sobre a acdo hidrosmotica da forscolina, AMPc e

8-CPT-AMPc

Para obter outros detalhes sobre o efeito bloqueador da ACLMT na
cadeia de eventos que se segue a interacdo da vasopressina com seus
receptores na membrana basolateral da bexiga urinaria de sapo, foram
realizados diversos experimentos com agentes hidrosmoéticos que
mimetizam o efeito hidrosmoético do horménio antidiurético. A Tabela 6
elaborada a partir do protocolo experimental descrito no Quadro 2 mostra

esses resultados.

Quadro 2
Periodo de 30 minutos
HEMI-BEXIGAS 12 2° 3° 4°
CONTROLE Basal Basal Ag. hidrosmético Basal
EXPERIMENTAL | Basal | ACLMT | ACLMT+ Ag. hidrosmético | Basal

Tabela 6. Efeito da ACLMT (20 nM) sobre a acao hidrosmética da forscolina
(2 pM), AMPc (2 mM), 8-CTP-AMPc (0,1 mM) em bexiga de sapo

Fluxo de agua (ul/min)

Agentes hidrosmaticos Grupo
n controle ACLMT p
Forscolina 7 2841+192 2254+171* <001
AMPGC 6 969+095 7.18+077*  <0,01
8-CTP-AMPG 6 26,03+287 22,80+361* <0,01

* % inibicdo = 20,66 em relagdo ao grupo controle; ** % inibicao = 25,90 em relagéo ao
grupo controle; *** % inibicdo = 12,40 em relagcdo ao grupo controle, AMPc =
monofosfato de adenosina ciclico, 8-CTP-AMPc = 8-clorofeniltiomonofosfato de
adenosina ciclico; n = nimero de experimentos.
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ACLMT (20 nM) foi adicionada ao banho na presenca de forscolina
(2 uM), 8-CPT-AMPc (0,1 mM) e AMPc (2 mM). A concentragdo desses
agentes hidrosmoticos foi extensivamente utilizada por outros autores
(HANDLER, BESINGER & ORLOFF, 1968; SCHOLONDORFF & LEVINE,
1985; PARNOVA et al., 1997). Pode ser observado na Tabela 6 que, na
presenga de forscolina, o fluxo de agua nas bexigas controle foi de 28,41
+ 1,92 u/min (n = 7), enquanto nas bexigas experimentais (ACLMT
associada com forscolina) o fluxo foi de 22,54 + 1,71 ul/min (n = 7), sendo
a diferenca entre as meédias estatisticamente significativa (p < 0,01;
amostras pareadas).

A ACLMT inibiu parcialmente a agao hidrosmoética do AMPc. A
adicdo isolada do nucleotideo nas bexigas controle resultou em valores
para o fluxo de agua de 9,69 + 0,95 ul/min (n = 6), enquanto nas bexigas
experimentais, que receberam ACLMT associada com AMPc, o fluxo de
agua foi de 7,18 + 0,77 ul/min, sendo a diferenca entre as médias
estatisticamente significativa (p < 0,01; amostras pareadas).

Nessa mesma tabela também pode ser verificado um significativo
bloqueio do efeito hidrosmaético do 8-CPT-AMPc pela ACLMT, os valores
para o fluxo de agua nas bexigas controle foi de 26,03 £ 2,87 ul/min (n =
6), enquanto no grupo das bexigas experimentais tratadas com ACLMT o
fluxo de agua foi de 22,80 + 3,61 ul/min (n = 6), sendo essa diferenca
estatisticamente significativa (p < 0.01; amostras pareadas). O 8-CPT-
AMPc € um analogo do AMPc¢, no entanto, ele € mais lipossoluvel do que

o AMPc, assim, atravessa com mais facilidade as membranas celulares.
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Certamente, a diferenga no fluxo de agua estimulado pelo AMPc e pelo

8-CPT-AMPc pode ser explicada pela alta lipossolubilidade do analogo.
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Efeito da associagdo de ACLMT com lantanio sobre o fluxo de agua na

auséncia e na presencga de vasopressina

Para verificar se o efeito da ACLMT sobre o transporte de agua é
mediado pelo aumento do calcio intracelular diversos experimentos foram
conduzidos na presenga de lantanio. Esse agente é um inibidor do
aumento da concentragdo do calcio citossélico (ARRUDA & SABATINI,
1980). A Tabela 7 foi elaborada a partir do Protocolo Experimental

descrito no Quadro 3.

Quadro 3
Periodo de 30 minutos
HEMI-BEXIGAS 12 2° 3° 4° 5° 62
ACLMT
CONTROLE Basal | Basal | ACLMT | Basal | ACLMT +
AVP
Lant Lant Lant+ACLMT

EXPERIMENTAL | Basal | Lant + Basal + +
ACLMT ACLMT AVP

Lant = lantanio.

Tabela 7. Efeito da associagdo de ACLMT (20 nM) com lantanio (0.1 mM)

sobre o fluxo de agua, ul/min, na auséncia e na presenca de vasopressina
(10 mU/ml de banho) em bexiga de sapo

Grupo Grupo
n controle Fluxo experimental Fluxo p
7 Basal 1,84 + 0,39 Lant 2,03+ 0,31 N.S
8 ACLMT 2,90 + 0,25 ACLMT+Lant 2,00+0,20* <0,01

8 ACLMT+AVP 33,30+1,77 ACLMT+Lant+AVP 41,43+ 2,31 <0,01
* % inibicdo = 31,0 em relagéo ao grupo controle; N.S. = ndo significativa em relagdo ao

grupo controle; Lant = lantanio.
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A Tabela 7 mostra os resultados quando o lantanio (0,1 mM) foi
adicionado isoladamente ao banho, e o fluxo de agua nas bexigas
experimentais foi de 1,84 £ 0,39 ul/min e nas bexigas controle, de 2,03 +
0,31 uyl/min (n = 7), sendo essa diferenca estatisticamente nao
significantiva (amostras pareadas). A associagao de ACLMT (20 nM) com

lanténio (0,1 mM) alterou o fluxo de agua de 2,00 £ 0,20 pl/min nas

bexigas experimentais para 2,90 + 0,25 pl/min (n 8) nas bexigas
controle, sendo a diferenca entre as médias estatisticamente significativa
(p < 0,01; amostras pareadas).

Pode-se observar nessa mesma tabela que a presenca de
vasopressina (10 mU/ml de banho) nas bexigas experimentais, tratadas
com lantanio (0,1 mM) associado com ACLMT (20 nM), resultou em
valores para o fluxo de agua de 41,43 + 2,31 pl/min, enquanto nas
bexigas controle tratadas somente com ACLMT o fluxo de agua foi de

33,30 £ 1,77 pl/min (n = 8), sendo essa diferenga estatisticamente

significativa (p < 0,01; amostras pareadas).
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Efeito da ACLMT sobre o fluxo basal de agua na presencga de nifedipina
A Tabela 8 elaborada a partir do Protocolo Experimental descrito

no Quadro 4, ilustra os resultados obtidos com nifedipina.

Quadro 4

Periodo de 30 minutos

HEMI-BEXIGAS 1° 2° 3° 4° 5° 6°

CONTROLE Basal | Basal | ACLMT | Basal | Basal | ACLMT

ACLMT
ACLMT Nif +
EXPERIMENTAL | Basal Nif + Basal + Nif
Nif Lant +
Lant

Nif = nifedipina.

Tabela 8. Efeito da ACLMT (20 nM) sobre o fluxo basal de agua (ul/min) na

Grupo Grupo %
n controle Fluxo experimental Fluxo p inibicao
6  Basal 1,07 £ 0,05 Nif 095+0,05 NS
8 ACLMT 2,45+ 0,23 ACLMT+Nif 1,80+0,17 <0,01 22,85

6 ACLMT 264+043  ACLMT+NiffLant 166+033 <001 37,12

N.S. = nao significativo em relagao ao grupo controle; Nif = nifedipina; Lanth = lanthanum.

A nifedipina € um inibidor de canais lentos de calcio (NATOCHIN et
al., 1991). Pode ser observado que a adigado de nifedipina (0,1 mM) ao
banho ndo alterou o fluxo basal de agua. No entanto, nas bexigas
experimentais que receberam ACLMT (20 nM) associada com nifedipina

(0,1 mM) o fluxo de agua foi de 1,89 + 0,17 pl/min, enquanto nas bexigas
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controle tratadas somente com ACLMT o valor observado para o fluxo de
agua foi de 2,45 + 0,23 ul/min (n = 7), sendo a diferenga entre as médias
estatisticamente significativa (p < 0,01; amostras pareadas).

Nessa mesma tabela também pode-se observar que a associagao
de lantanio (0,1 mM) com nifedipina (0,1 mM) inibiu significativamente o
efeito da ACLMT sobre o fluxo basal de agua. Nas bexigas controle que
receberam somente ACLMT, o fluxo de agua foi de 2,64 + 0,43 ul/min,
enquanto nas bexigas experimentais tratadas com ACLMT (20 nM)
associada com lantanio (0,1 mM) e nifedipina (0,1 mM) o fluxo de agua foi
de 1,66 = 0,33 ul/min (n = 6), sendo a diferengca entre as médias

estatisticamente significativa (amostras pareadas).
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Efeito da associagdo de ACLMT com carbacol sobre o fluxo de agua na
auséncia e na presencga de vasopressina

Utilizamos o carbacol em nossos experimentos pelo fato de esse
agente colinérgico afetar o transporte de agua por meio de um mecanismo
mediado pelo aumento da concentragéo do célcio intracelular (ARRUDA &
SABATINI, 1980). A Tabela 9 foi construida a partir do Protocolo

Experimental descrito no Quadro 5.

Quadro 5

Periodo de 30 minutos

HEMI-BEXIGAS 1° 2° 3° 4° 5° 6°

CONTROLE Basal | Basal | ACLMT | Basal | ACLMT | ACLMT

AVP
ACLMT
ACLMT ACLMT +
EXPERIMENTAL | Basal | Carb + Basal + Carb
Carb Carb +
AVP

Carb = carbacol.

Tabela 9. Efeito da associagdao da ACLMT (20 nM) com carbacol (0,1 mM)

sobre o fluxo de agua (ul/min) na auséncia e na presencga de vasopressina
(10 mU/ml de banho) em bexiga de sapo

Grupo Grupo
n controle Fluxo experimental Fluxo p
7 Basal 1,51+ 0,10 Carbacol * 2,61+0,42 <0,01
8 ACLMT 2,65+0,43 ACLMT+Carb 2,64+0,40 N.S.
6 AVP 33,77 £ 2,51 Carb+AVP ** 26,05 + 3,17 <0,01

6 ACLMT+AVP 2250+230 ACLMT+Carb+AVP 2280+3,27 N.S.

* % estimulagéo = 72,84 em relagao ao grupo controle; ** % inibigao = 22,86 em relagao

ao grupo controle; N.S. = nao significativo em relagdo ao grupo controle; Carb = carbacol.
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A Tabela 9 mostra que a adicao isolada de carbacol (0,1 mM) ao
banho das bexigas experimentais aumentou o fluxo de agua de 1,51 +
0,10 pl/min para 2,61 £ 0,42 pl/min (n = 7), sendo a diferenga entre as
médias estatisticamente significativo (p < 0,01; amostras pareadas).
Nessa mesma tabela pode-se observar que o tratamento do grupo
controle com ACLMT (20 nM) resultou em valores para o fluxo de agua de
2,65 £ 0,43 pl/min, enquanto nas bexigas experimentais tratadas com
ACLMT (20 nM) associada com carbacol (0,1 mM) o fluxo de agua foi de
264 £ 0,40 p/min (n = 8), sendo a diferengca entre as médias
estatisticamente nao significativa (amostras pareadas).

Utilizando-se o Protocolo Experimental descrito no Quadro 7, a
Tabela 9 mostra que o carbacol (0,1 mM) adicionado isoladamente ao
banho das bexigas experimentais causou significativo bloqueio da agéo
hidrosmética da vasopressina (10 mU/ml de banho), e o fluxo de agua nas
hemi-bexigas controle foi de 33,77 * 2,51 pl/min, enquanto o fluxo de
agua nas bexigas experimentais foi de 22.80 + 3.27 ul/min (n = 6), sendo
a diferenca entre as médias estatisticamente significativa (p < 0,01;
amostras pareadas).

Nessa mesma tabela pode ser observado que na presenca de
vasopressina (10 mU/ml de banho) o fluxo de a&agua foi de
22,80 = 3,27 pl/min nas bexigas experimentais tratadas com ACLMT (20
nM) associada com carbacol (0,1 mM), enquanto nas bexigas controle,

que receberam somente ACLMT (20 nM), o fluxo de agua foi de 22,50 +
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2,30 pl/min (n = 6), sendo a diferenca entre as médias estatisticamente

nao significativa (amostras ndo pareadas).
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Efeito da associagdo da ACLMT com trifluoperazina sobre o fluxo de agua
na auséncia e na presenga de vasopressina

Para verificar a possivel participacdo do complexo calcio-
calmodulina no efeito da ACLMT sobre o transporte de agua, foi utilizado
trifluoperazina (TFP), um antagonista de calmodulina (LEVINE,
KACHADORIAN & LEVIN, 1981). A Tabela 10 foi elaborada a partir do

Protocolo Experimental descrito no Quadro 7.

Quadro 7
Periodo de 30 minutos
HEMI-BEXIGAS 1° 2° 32 4° 52 6°
CONTROLE Basal | Basal | ACLMT | Basal TFP TFP
+
AVP
TFP
ACLMT ACLMT +
EXPERIMENTAL | Basal | TFP + Basal + ACLMT
TFP TFP +
AVP

TFP = trifluoperazina.

Tabela 10. Efeito da associagdo da ACLMT (20 nM) com trifluoperazina (10 uM) sobre o

fluxo de agua (nl/min) na auséncia e na presencga de vasopressina (10 mU/ml de banho)
em bexiga de sapo

Grupo Grupo
n controle Fluxo experimental Fluxo p % inibigao
7 Basal 1,33+0,17 Trifluoperazina 1,05+0,13 N.S -
7 ACLMT 2,40 £ 0,21 TFP+ACLMT 2,13+0,17 <0,01 11,25
6 AVP 31.94+1.70 AVP+TFP 16.02+1.50 <0,01 49,60

6 ACLMT+AVP  26.40+2.03 AVP+TFP+ACLMT 10.36 +1.15 < 0,01 60,70

N.S. = ndo significativo em relagcédo ao grupo controle; TFP = trifluoperazina.
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A Tabela 10 mostra que a adicado isolada de trifluoperazina nao
modificou o fluxo basal de agua. No entanto, quando ACLMT (20 nM)
associado com TFP (10 uM) foi adicionado ao banho das bexigas
experimentais, o fluxo de agua foi de 2,13 £ 0,17 pl/min, enquanto nas
bexigas controle tratadas somente com ACLMT (20 nM) o fluxo de agua
foi de 2,40 £ 0,21 pl/min (n = 7), sendo a diferenga entre as médias
estatisticamente significativa.

Essa mesma tabela mostra que TFP (10 uM) reduziu
significativamente o transporte de agua mediado pela vasopressina, como
anteriormente descrito por LEVINE, KACHADORIAN & LEVIN (1981).
Quando foi adicionada ACLMT (20 nM) associada com TFP (10 uM) ao
banho das bexigas experimentais, o fluxo de agua foi de 10,36 = 1,15
ul/min, enquanto nas bexigas controle tratadas somente com ACLMT o
fluxo de agua foi de 26,40 + 2,03 ul/min, sendo a diferenca entre as
médias estatisticamente diferente (p < 0,01; amostras pareadas). A
inibicdo observada nas bexigas tratadas com ACLMT + TFP foi maior do
que em relagéo a inibicdo causada pela TFP isolada (P < 0,01; amostras

nao-pareadas).

Efeito da associagdo da ACLMT com colchicina sobre o fluxo de agua na

auséncia e na presenca de vasopressina

Para verificar o possivel envolvimento dos microtubulos no efeito
da ACLMT sobre o transporte de agua, foi utilizado colchicina, um agente

conhecido por sua capacidade de inibir a polimerizacdo dos microtubulos
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das células granulares da bexiga urinaria de sapo (TAYLOR et al., 1978).

A Tabela 11, elaborada a partir do Protocolo Experimental descrito no

Quadro 8, mostra que a colchicina (10 M) n&o alterou o fluxo basal de

agua. No entanto, a colchicina (10 M) reduziu significativamente o efeito

da ACLMT (20 nM) sobre a permeabilidade da membrana para agua

(p < 0,05; amostras pareadas).

Quadro 8
Periodo de 30 minutos
HEMI-BEXIGAS 12 2° 3° 4° 5° 6°
CONTROLE Basal | Basal ACLMT | Basal Colch Colch
+
AVP
Colch
ACLMT ACLMT +
EXPERIMENTAL | Basal | Colch + Basal + ACLMT
Colch Colch +
AVP

Colch = colchicina.

Tabela 11. Efeito da associagdo da ACLMT (20 nM) com colchicina (10 M) sobre o fluxo
de agua (ul/min) na auséncia e na presenca de vasopressina (10 mU/ml de banho) em

bexiga de sapo

Grupo Grupo
n controle Fluxo experimental Fluxo p % inibicao
6 Basal 1,07 £ 0,35 Colchicina 1,13+0,16 N.S ---
7 ACLMT 2,42 +0,17 ColchicinatACLMT  191+0,09 <0,05 21,07
6 AVP 33,23 +1,93 AVP+Colchicina 15,90+1,80 <0,01 52,20
8 AVP+ACLMT 25.55+1.60 AVP+Colch+ACLMT 8.40+1.86 <0,01 67,10

N.S. = ndo significativo em relagado ao grupo controle; Colch = colchicina.
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Essa mesma tabela mostra que a colchicina (10° M) reduziu o
efeito hidrosmotico da vasopressina (10 mU/ml de banho), de acordo com
os resultados anteriormente descritos por outros autores (TAYLOR et al.,
1978). O efeito inibitorio da ACLMT sobre a ac&o hidrosmética da
vasopressina foi potencializado na presenca de colchicina (10° M). O
fluxo de agua estimulado pelo horménio antidiurético nas bexigas controle
tratadas somente com ACLMT foi de 25.55 £ 1.60 pl/min, enquanto nas
bexigas experimentais tratadas com ACLMT + colchicina o fluxo de agua
foi de 8.40 £ 1.86 pl/min (n = 8), sendo a diferenga entre as médias
estatisticamente significativo (p < 0,01; amostras pareadas). A inibigao
observada nas bexigas tratadas com ACLMT + colchicina foi maior do que
em relacdo a inibigdo causada pela colchicina isolada (P < 0,01; amostras

nao-pareadas).
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Efeito da associagdo da ACLMT com colchicina sobre a acao
hidrosmotica do AMPc

A Tabela 12, elaborada a partir do Protocolo Experimental descrito
no Quadro 9, mostra que a colchicina (10° M) reduziu o efeito
hidrosmético do AMPc (2 mM). Esses dados estdo de acordo com os
resultados anteriormente descritos por TAYLOR et al. (1978). Pode ser
observado nessa mesma tabela que, na presenca do nucleotideo (2 mM),
a adicdo de ACLMT (20 nM) associada com colchicina (10° M) ao banho
das bexigas experimentais resultou em valores para o fluxo de agua de
3.00 £ 1.35 ul/min, enquanto nas bexigas controle o fluxo de agua foi de
7.77 £ 157 pl/min (n = 7), sendo a diferenca entre as médias
estatisticamente diferente (p < 0,01; amostras pareadas). A inibigao
observada nas bexigas tratadas com ACLMT + colchicina foi maior do que
em relacao a inibigao causada pela colchicina isolada (P < 0,01; amostras

nao-pareadas).

Quadro 9
Periodo de 30 minutos
HEMI-BEXIGAS 12 2° 3° 42
CONTROLE Basal Colch Colch+AMPc Basal
EXPERIMENTAL | Basal | Colch+ACLMT | Colch+ACLMT+AMPc | Basal

Colch = colchicina.

Tabela 12. Efeito da associagdo da ACLMT (20 nM) com colchicina (10 M) sobre a agdo
hidrosmética do AMPc (2 mM) em bexiga de sapo. Fluxo de agua em pl/min

Grupo Grupo
n controle Fluxo experimental Fluxo p % inibicao

6 AMPc 9,12+ 0,67 Colchicina+AMPc * 4,58+0,39 <0,01 49,78

7 ACLMT+AMPc 7.77 +1.57 Colch+ACLMT+AMPc ** 3.00+1.35 < 0,01 61.40

Colch = colchicina.
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Efeito da ACLMT sobre a a¢édo hidrosmotica da forscolina na presenga de

indometacina

A indometacina foi utilizada para verificar a possivel participagao
das prostaglandinas na resposta da bexiga urinaria de sapo para ACLMT.
Esse agente € um conhecido inibidor das enzimas ciclooxigenases
(BURCH & HALUSHKA, 1981). A Tabela 13 mostra os resultados obtidos
de acordo com o Protocolo Experimental descrito no Quadro 10.

A adigao isolada de indometacina (10 uM) ndo modificou o fluxo
basal de agua. A indometacina também n&o alterou o efeito da ACLMT
(20 nM) sobre o fluxo basal de agua. Entretanto, quando o fluxo de agua
foi estimulado com forscolina (2 uM), as bexigas controles tratadas com
ACLMT (20 nM) apresentaram fluxo de agua de 22,45 £ 3,25 pl/min,
enquanto as bexigas experimentais, que foram tratadas com ACLMT
(20 nM) associada com indometacina (10 uM), apresentaram fluxo de
agua de 27,85 + 2,70 upl/min (n = 8), sendo essa diferencga

estatisticamente significativa (p < 0,01; amostras pareadas).
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Periodo de 30 minutos
HEMI-BEXIGAS 12 2° 32 4° 5° 62
ACLMT
CONTROLE Basal | Basal ACLMT | Basal | ACLMT +
Forscolina
Ind Ind ACLMT
EXPERIMENTAL | Basal Ind + Basal + +
ACLMT ACLMT Ind
+
Forscolina
Quadro 10

Ind = indometacina.

Tabela 13. Efeito da ACLMT (20 nM) sobre a agcdo hidrosmética da forscolina (2 uM)
na presenga de indometacina (10 uM) em bexiga de sapo. Fluxo de agua em pl/min

Grupo Grupo
n controle Fluxo experimental Fluxo p
9 Basal 1,35+ 0,20 Indometacina 1,65+ 0,20 N.S
7 ACLMT 2,62 + 0,30 ACLMT+Ind 2,47 +0,27 N.S.

8 ACLMT+Forscolina 2245+ 3,25 ACLMT+Ind+Forscolina 27,85+2,70 <0,01

N.S. = ndo significativo em relagao ao grupo controle; Ind = indometacina.
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Efeito da ACLMT recombinante sobre o fluxo basal de agua

Utilizando-se o Protocolo Experimental descrito no Quadro 10, a
Tabela 14 mostra que a ACLMT recombinante (10 nM) na forma de
proteina de fusdo (MBP-ACLMT) aumentou significativamente o fluxo
basal de agua. A adigao isolada da toxina recombinante (10 nM) ao banho
das bexigas experimentais resultou em valores para o fluxo de agua de
2,28 *+ 0,22 ul/min, enquanto nas bexigas controle o fluxo de agua foi de
1,21 = 0,07 pl/min (n = 8), sendo a diferenca entre as meédias
estatisticamente significativa (p < 0,01; amostras pareadas). Pode-se
observar nessa mesma tabela que a adig¢ao isolada de 10 nM da proteina
ligadora de maltose (MBP) ndo modificou o fluxo basal de agua (amostras

pareadas).
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Resultados
Quadro 10
Periodo de 30 minutos
HEMI-BEXIGAS 1° 2° 32 4° 5°
CONTROLE Basal Basal Basal | Basal | Basal
EXPERIMENTAL | Basal | ACLMTrec | Basal | MBP | Basal

ACLMTrec = ACL miotoxina recombinante; MBP = proteina

ligadora de maltose.

ACLMTrec = ACL miotoxina recombinante; MBP = proteina ligadora de maltose

Tabela 14. Efeito da ACLMT recombinante sobre o fluxo basal de agua em
bexiga de sapo

Concentragao

na solugao de %
n banho Fluxo de agua (ul/min) p

aumento
MBP-rACLMT Control ACLMTrec
8 10 nM 1,21+£0,07 2,28+0,22** <0,01 8842
MBP Control MBP

8 10 nM 1,33 £ 0,05 1,30 £ 0,03 N.S. -

(maltose binding protein); N.S. = n&o significativa em relagéo ao grupo controle
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Efeito dos peptideos sintéticos derivados da regido C-terminal da ACLMT
do veneno da serpente Agkistrodon contortrix laticinctus e da PLA;, Lys49
do veneno da Agkistrodon piscivorus piscivorus

Para verificar se a regido C-terminal (residuos 115-129) das PLA;
Lys49 miotoxinas afeta o transporte de agua foram utilizados peptideos
sintéticos correspondentes a regido C-terminal de duas miotoxinas
isoladas de serpentes da espécie Agkistrodon: um peptideo derivado da
ACLMT (p-ACLLys49) e um peptideo da PLA; Lys49 do veneno da
Agkistrodon piscivorus piscivorus (p-AppLys49). Conforme o Protocolo
Experimental descrito no Quadro 11, a Tabela 15 mostra que a adigéao
10 uM do peptideo (p-ACLLys49) nao modificou o fluxo basal de agua em
relacdo ao grupo controle (amostras pareadas). Essa tabela mostra ainda
que o peptideo (p-AppLys49) adicionado em varias concentragdes (1 nM,
10 nM, 100 nM, 1000 nM e 5 uM) também n&o modificou o transporte de

agua.
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Quadro 11

Periodo de 30 minutos

HEMI-BEXIGAS 12 2° 32
CONTROLE Basal Basal Basal
EXPERIMENTAL | Basal | Peptideo | Basal

Tabela 15. Efeito dos peptideos sintéticos derivados da ACLMT e da
AppLys49 sobre o fluxo basal de agua em bexiga de sapo

Concentragao
na solugéo de %
n banho Fluxo de agua (ul/min) p
aumento
6 p-ACLLys49 Controle p-ACLLys49
10 uM 1,19 £ 0,21 1,20 £ 0,14 N.S. ---
p-AppLys49 Controle p-AppLys49
6 1nM 1,10 £ 0,20 1,15+ 0,25 N.S. -
6 10 nM 1,30 £ 0,15 1,15+ 0,10 N.S. -
7 100 nM 1,02 £ 0,11 1,05 £ 0,06 N.S. -
8 1000 nM 1,27 £ 0,07 1,46 £ 0,06 N.S. -
6 5uM 1,30 £ 0,10 1,26 £ 0,14 N.S. ---

p-ACLLys49 = peptideo derivado da regido 115-129 da PLA,Lys49 do veneno da
Agkistrodon contortrix laticinctus; p-AppLys49 = peptideo derivado da regido 115-129 da

PLA,Lys49 do veneno da Agkistrodon piscivorus piscivorus.
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Efeito da ACLMT sobre a bexiga urinaria de sapo: Analise histopatologica

Aparentemente n&o houve mudanga no aspecto morfolégico do
tecido epitelial exposto a ACLMT (Figuras 6B e D). No entanto, nas
bexigas expostas a toxina, as fibras musculares lisas que recobrem o
tecido mostraram desorganizagdo miofibrilar com hipercontracdo das

miofibrilas, sugerindo necrose (Figuras 7B e D).
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Figura 6: Secgéo transversal da bexiga urinaria de sapo. A e C grupo controle; B e D bexiga exposta a

ACLMT. Note que o tecido epitelial ndo apresenta diferenca em relagdo ao controle, enquanto que as

alteragbes sédo observadas no tecido muscular (setas). Coloragao com hematoxilina-eosina.Barra de escala:

10umemAeBe 20umem CeD.
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Figura 7: Secgéo longitudinal (A e B) e transversal (C e D) do tecido muscular liso da bexiga de sapo. Grupo
controle (A e C) e exposto a ACLMT (B e D). Note que a fibra muscular lisa exposta a ACLMT (B e D)

apresenta sinais de necrose em relagdo ao grupo controle (A e C). As setas indicam lesbes na fibra

muscular lisa; Coloragdo com hematoxilina-eosina; escala em 100 pum.



DISCUSSAO

A analogia morfolégica, filogenética e funcional existente entre a
porcao distal (ducto coletor) do néfron dos mamiferos e a bexiga urinaria
dos anfibios possibilita 0 uso desse epitélio como modelo para o estudo
do transporte de agua e eletrdlitos através de membranas bioldgicas
(VERKMAN et al., 1996).

Em relacdo a metodologia utilizada para a determinagdo do fluxo
de agua, pode-se afirmar que a técnica de Bentley, em razdo da
simplicidade e, principalmente, de sua reprodutibilidade, vem sendo
largamente empregada. Possiveis fontes de erro, como a secagem
durante as pesagens e as variagbes do tébnus muscular da bexiga, nao
levam a alteragdes significativas da medida do fluxo, visto que a variagéo
de peso decorrente do transporte da agua € bem maior que a variagao
decorrente das citadas interferéncias (HANDLER, BESINGER & ORLOFF,
1968).

Uma critica que pode ser feita a esse sistema é que ele trabalha
com um gradiente de pressao osmoética que ndo é mantido constante, o
qual poderia ser reduzido durante o proprio periodo experimental.
Entretanto, em nossos experimentos foi verificado que no intervalo de 30
minutos o gradiente osmotico inicialmente estabelecido ndo se alterou
significativamente, pois o fluxo seguiu proporcionalmente o periodo de
leitura, confirmando, assim, os dados encontrados na literatura (SILVEIRA

et al.,1975).
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Outra critica em relagao a técnica de Bentley é a nao utilizagao de
bexigas do mesmo porte (presumivelmente da mesma area) para comparar
os resultados. A metolologia proposta por FRANCO (1991) utilizou o
epitélio urinario de bexiga na forma de lamina, o que permitiu quantificar
com exatidao a area da membrana disponivel para o transporte de agua,
possibilitando, entdo, a obtencdo de valores mais precisos para o
coeficiente de permeabilidade osmadtica, mostrando, quando comparada
com o estudo na forma de "lobos", a consolidagao dos resultados obtidos
pela técnica de BENTLEY.

Miotoxicidade, bem como outras atividades toxicas das Lys49
PLA,s, sao atribuidas a sua capacidade de alterar a integridade da
membrana em uma variedade de alvos naturais e artificiais (LOMONTE,
ANGULO & CALDERON, 2003). Entretanto, o mecanismo de acédo das
PLA,s Lys49 miotoxinas na indugdo de necrose das células musculares
nao tem sido conclusivamente determinado (OWNBY et al., 1999). Tem
sido proposto que as PLAzs Lys49 miotoxinas podem danificar a
membrana, desorganizando a bicamada lipidica e, consequentemente,
afetando o influxo de Na* e Ca®, promovendo a mionecrose (OWNBY et
al., 1999).

Uma PLA; Lys49 miotdxica do veneno da Trimeresurus flavoviridis
e BthTX-l despolarizam células musculares esqueléticas. A
despolarizacdo é dependente de calcio, porém nado € necessaria para a
miotoxicidade, uma vez que algumas miotoxinas, como uma PLA,; Asp49
miotoxina do veneno da Trimeresurus flavoviridis, nao causam

despolarizacdo. A miotoxicidade da ACLMT e de uma PLA; Lys49 do
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veneno da serpente Bothrops nummifer tem-se mostrado dependente de
Na®, sugerindo um papel para os canais de sodio no efeito toxico das
PLA,s Lys49 miotoxinas (JOHNSON & OWNBY, 1993).

ACLMT e BthTX-l (uma PLA, Lys49 miotéxica do veneno da
Bothrops jararacussu) tém-se mostrado capazes de alterar a regulacéo do
calcio em preparagdes de reticulo sarcoplasmatico isolado de musculo
esquelético por um mecanismo ainda ndo muito bem definido. Ruthenium
red, um bloqueador do receptor ryanodine, inibiu a agcdo da ACLMT e da
BthTX-I sobre a regulacdo do calcio, sugerindo que essas miotoxinas
estimulam a abertura dos canais liberadores de calcio do reticulo
sarcoplasmatico (FLETCHER et al., 1996; RODRIGUES-SIMIONI et al.,
1995).

Bmtx-l1 € uma PLA; Lys49 isolada do veneno da serpente Bothrops
moojeni. Foi demonstrado que essa miotoxina provoca intensas
alteragdes na fisiologia de rim isolado de rato, incluindo diminuigdo da
resisténcia vascular associada com diurese, natriurese e kaliurese
(BARBOSA et al., 2002). Entretanto, o efeito das PLA3s Lys49 miotoxinas
sobre o transporte de agua e eletrdlitos através de membranas biolégicas
€ pouco conhecido.

O presente estudo demonstra, pela primeira vez, que uma PLA;
Lys49 miotéxica, a ACLMT, modifica o transporte de agua em tecido
epitelial isolado, a bexiga urinaria de sapo. A ACLMT aumenta o fluxo
basal de agua e inibe parcialmente a agdo hidrosmaética da vasopressina.
Uma vez que esses efeitos foram totalmente reversiveis, nossos

resultados sugerem que o efeito da ACLMT sobre o transporte de agua
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pode ser mediado por eventos moleculares reversiveis, 0s quais
interferem nos mecanismos de transporte sem afetar a integridade
funcional do epitélio urinario de sapo. Além disso, o efeito da ACLMT
sobre o transporte de agua ocorre somente quando a toxina é adicionada
a solugao de banho, ou seja, em contato com a face serosa do epitélio.
Quando a toxina foi adicionada dentro da preparacgéo, isto €, em contato
com a face mucosa do epitélio, ndo houve alteracdo significativa do
transporte dgua nem na auséncia nem na presenca de vasopressina.
Uma vez que um unico tipo de célula é responsavel pelo transporte de
agua e eletrélitos nesse epitélio (LEAF, 1982; TAYLOR et al., 1987), a
superficie da membrana das células granulares pode ser o sitio de
interacdo da ACLMT com a bexiga urinaria de sapo.

A analise histolégica da bexiga de sapo revelou que a ACLMT
causou hipercontracdo das miofibrilas com aparente necrose das células
musculares lisas que recobrem a bexiga urinaria de sapo. No entanto, o
epitélio parece nao ser afetado pela toxina. Além disso, o efeito da
ACLMT sobre o transporte de agua na bexiga de sapo foi mostrado ser
reversivel. Esses resultados sugerem que os efeitos da ACLMT sobre o
transporte de agua em bexiga urinaria de sapo se devem principalmente a
atuacdo da toxina sobre a maquinaria bioquimica do tecido. Foi
demonstrado que as alteragdes no tonus da musculatura lisa da bexiga
nao levam a significativas mudangas na medida do fluxo de agua através
da bexiga urinaria de sapo (HANDLER, BESINGER & ORLOFF, 1968;

HARDY & DIBONA, 1982), essas observagdes reforcam a sugestdo que a
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ACLMT afeta as vias bioquimicas das células responsaveis pelo
transporte de agua na bexiga urinaria de sapo.

A vasopressina exerce seu efeito sobre a permeabilidade a agua
via receptor acoplado a adenilato ciclase com subsequiente geragao de
AMPc (HAYS, 1996). Se a ACLMT agisse unicamente inibindo a geragao
de AMPc estimulada pela vasopressina, entdo ela ndo deveria ter efeito
sobre a resposta hidrosmaética para o AMPc e para o 8-CPT-AMPc. Esses
nucleotideos mimetizam o efeito hidrosmético da vasopressina,
estimulando o transporte de agua em um passo posterior a ativagao de
adenilciclase. Se, por outro lado, o efeito da ACLMT ocorrer apds a
geragao do AMPc, entdo a ACLMT também deveria inibir o efeito desses
agentes hidrosmoéticos. A ACLMT inibiu significativamente a agao
hidrosmética de ambos os nucleotideos (AMPc e 8-CPT-cAMP). Esses
resultados sugerem que o efeito da ACLMT sobre a agao hidrosmotica da
vasopressina na bexiga de sapo ocorre em um passo posterior a geragao
do AMPc.

Para verificar se o efeito da ACLMT sobre a acao hidrosmoética da
vasopressina também ocorre em um passo anterior a formacao do AMPc,
foi utilizado forscolina, um ativador de adenilato ciclase. A resposta
hidrosmética da bexiga de sapo para forscolina foi significativamente
reduzida na presenga de ACLMT, sugerindo que o efeito inibitério da
ACLMT sobre a agcao hidrosmotica da vasopressina pode ocorrer em um
passo anterior a formacédo do AMPc. Portanto, nossos resultados sugerem

que o efeito inibitério da ACLMT sobre o transporte de agua mediado
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pelos agentes hidrosmoticos pode ocorrer em sitios antes e apds a
formacao do AMPc.

Para determinar o mecanismo pelo qual a ACLMT afeta o
transporte de agua, o papel do calcio foi investigado. Em muitos sistemas
bioldgicos, lantanio antagoniza os efeitos do calcio, por isso tornou-se
uma util ferramenta para estudar o papel do calcio em diversos processos
fisiolégicos, incluindo fendmenos de transporte em bexiga urinaria de
sapo (HARDY, 1978; LEITE & FRANCO, 2001). O efeito da ACLMT sobre
o fluxo basal de agua e sobre a acédo hidrosmoética da vasopressina foi
reduzido na presenca de lantanio. Esses resultados sugerem que o efeito
da ACLMT sobre transporte de agua pode ser mediado pelo aumento do
calcio citossolico. Além disso, o efeito da ACLMT sobre o fluxo basal de
agua foi significativamente reduzido na presengca de nifedipine, um
bloqueador de canais lentos de calcio (NATOCHIN et al., 1991), sugerindo
que pode ocorrer a estimulagao do influxo de calcio via canais sensiveis a
nifedipina. Esses resultados sugerem que o célcio do meio externo
também esta envolvido no efeito da ACLMT. Portanto, esse efeito parece
ser mediado pelo aumento da liberacdo de calcio dos estoques
intracelulares e pela estimulagdo do influxo de calcio através da
membrana das células granulares da bexiga de sapo.

A bexiga urinaria de anfibios contém uma populagdo heterégenea
de receptores, com as mais diversas fungdes. Os receptores muscarinicos
dos subtipos M4 e M3, envolvidos na mobilizagado do calcio intracelular (via
cascata fosfoinositideo), estdo presentes nesse epitélio (LEITE &

FRANCO, 2001). Carbacol € um agonista colinérgico inespecifico. Esse
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agente liga-se aos receptores muscarinicos My e Ms;, causando a
elevacdo do calcio citossolico, que, por sua vez, aumenta o fluxo basal de
agua e reduz parcialmente a agao hidrosmética do hormédnio antidiurético
na bexiga de sapo (ARRUDA & SABATINI, 1982). Se a ACLMT modula o
transporte de agua aumentando o calcio citossodlico, entdo os efeitos da
ACLMT e do cabacol nado deveriam ser aditivos. Por outro lado, se a
ACLMT age por meio de um mecanismo nao relacionado ao aumento do
célcio citossolico, entdo os efeitos desses dois agentes deveriam ser
aditivos. Entretanto, nossos resultados mostraram que os efeitos da
ACLMT e do carbacol ndo foram aditivos, sugerindo que ACLMT e
carbacol agem por meio de um mecanismo similar.

Exocitose € uma caracteristica comum da liberacdo de
neurotransmissores e da secrecdo de glandulas, as quais tém sido
descritas como fendbmenos mediados pelo calcio. Alguns autores tém
sugerido que o comportamento da bexiga urinaria de sapo é semelhante
ao de uma glandula, e a exocitose esta relacionada as mudangas na
permeabilidade induzida pelo horménio (MASUR, HOLTZMAN &
WALTER, 1972; HAYS, FRANKI & SIMON, 1994).

O calcio citossolico esta envolvido no controle da permeabilidade
basal de agua e na agao hidrosmética da vasopressina em bexiga urinaria
de sapo e ducto coletor de mamiferos (HARDY, 1978; TAYLOR et al.,
1987). O aumento da concentragdo do calcio intracelular liberado do
reticulo endoplasmatico pelo mensageiro inositol trifosfato, ou pelo
iono6foro de cations A-23187, provoca aumento no transporte de agua

independente do AMP. em bexiga de sapo (HARDY, 1978; TAYLOR et
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al., 1987). Por outro lado, quando o calcio citossdlico € aumentado, esse
ion passa a atuar como modulador negativo da agao hidrosmética do
horménio antidiurético, inibindo a sintese e os efeitos do AMPc
(SCHOLONDORFF & LEVINE, 1985; LEVINE et al., 1981). Além disso, o
ion calcio intracelular esta envolvido no controle de processos
dependentes de estruturas citoesqueléticas em células epiteliais,
exercendo importante papel no controle da polimerizagao de microtubulos
e microfilamentos, como também em suas intera¢gdes e organizagao tri-
dimensional (TAYLOR et al., 1987). A concentragédo de calcio in vitro
abaixo de 10®°M induz a polimerizagdo de microtubulos, a estabilizacdo e
a ligacdo cruzada dos microfilamentos de actina, enquanto a
concentragdo acima de 10°M induz a despolimerizagdo de microtubulos,
o corte e a interrupgdo das redes de actina (DEDMAN, BRINKLEY &
MEANS, 1979; PEARL & TAYLOR, 1985). Tem sido descrito que a
elevacdo da concentragdo do calcio citossdlico acima de 10°M pode
interromper a barreira de microfilamentos de actina localizada abaixo da
membrana apical das células granulares, onde se encontram as vesiculas
portadoras de canais de agua (HOLMGREN, MAGNUSSON & FRANKI
HOLMGREN, 1992). Com base nessas observagdes, nossos resultados
sugerem que a ACLMT, por meio do calcio, poderia induzir a incorporagao
dos canais de agua na face interna da membrana apical das células
granulares da bexiga urinaria de sapo e, com isso, aumentar a
permeabilidade da membrana a agua.

O efeito inibitério da ACLMT sobre resposta hidrosmaética da bexiga

para vasopressina pode ser explicado assumindo que o prévio aumento
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na concentragdo do calcio citossélico nas células granulares da bexiga
urinaria de sapo faz com que o hormdnio cause poucas mudangas no
calcio citossodlico, o que poderia reduzir parcialmente o efeito hidrosmatico
da vasopressina.

A participagdo do complexo calcio-calmodulina na agao
hidrosmética do hormoénio antidiurético em bexiga de sapo tem sido
descrita (ISHIKAWA, SAITO & KUZUYA, 1985). A inibigdo da calmodulina
na bexiga de sapo por trifluoperazina diminui a atividade hidrosmética do
horménio antidiurético e do AMP.; (LEVINE, KACHADORIAN & LEVIN,
1981), o que sugere a agao dessa droga apos a formagao do nucleotideo.

Examinamos o papel do complexo calcio-calmodulina no efeito da
ACLMT sobre o transporte de agua. A trifluoperazina, um inibidor
especifico de calmodulina, ndo modificou o fluxo basal de agua. Por outro
lado, a trifluoperazina reduziu significativamente o efeito da ACLMT sobre
o transporte basal de agua. Esses resultados sugerem que o efeito
hidrosmaético da ACLMT pode ser mediado pela ativagdao do complexo
calcio-calmodulina. Além disso, € a primeira evidéncia, embora indireta,
de que a ACLMT ativa o complexo calcio-calmodulina em um tecido
biolégico in vitro. Assim, o aumento do calcio citossdlico induzido pela
ACLMT, provavelmente, pode reorganizar as estruturas citoesqueléticas,
microtubulos e microfilamentos, promovendo a fusdo das vesiculas
portadoras de canais de agua na face interna da membrana apical e
assim aumentando sua permeabilidade a agua.

O complexo calcio-calmodulina esta envolvido nos processos de

fusdo dos canais de agua dentro da membrana apical da bexiga de sapo
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(LEVINE, KACHADORIAN & LEVIN, 1981; CHOU et al., 2000). E provavel
que a ativacdo do complexo calcio-calmodulina por ACLMT possa induzir
a insercdo de canais de agua na membrana apical, aumentando sua
permeabilidade a agua. O complexo calcio-calmodulina esta envolvido em
diversos processos regulatorios, incluindo ativagdo de proteina kinase
dependente de calcio-calmodulina, ativacdo de kinase de cadeia leve,
regulagao de calcineurina e outras fosfatases e estimulagéo dos tipos I, lli
e VIl de adenilato ciclase (CHOU et al., 2000). O complexo calcio-
calmodulina tem varios alvos regulatérios na célula, o que poderia
envolver muitas vias de sinalizagdo no mecanismo de acdo da ACLMT
sobre o transporte de agua. Portanto, seria infrutifero buscar um papel
especifico para a calmodulina no efeito da ACLMT sobre o transporte de
agua.

Para verificar se o efeito inibitorio do calcio citossolico € mediado
por calmodulina, examinamos o efeito da ACLMT sobre a agao
hidrosmaética da vasopressina na presenga de trifluoperazina. Nossos
resultados mostraram que a trifluoperazina inibe o efeito hidrosmético da
vasopressina, como descrito por outros autores (LEVINE,
KACHADORIAN & LEVIN, 1981). No entanto, o efeito inibitério da ACLMT
foi potencializado na presenca de trifluoperazina, indicando que os efeitos
de ambas sobre a acdo hidrosmaética da vasopressina foram aditivos.
Portanto, essas observacbes sdo consistentes com a visdo de que o
efeito inibitério do calcio citossdlico sobre a acdo hidrosmoética da

vasopressina ndo parece ser diretamente dependente de calmodulina.
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Foi utilizada colchicina para estudar o papel dos microtubulos no
efeito da ACLMT sobre o transporte de agua. A colchicina afeta a
polimerizagcdo e a despolimerizacado de microtubulos, bem como suas
interacbes e sua organizagao tridimensional. Nossos resultados
mostraram que a colchicina isolada nao afeta o fluxo basal de agua,
porém o efeito da ACLMT sobre o fluxo basal de agua foi reduzido na
presenca de colchicina. Esses resultados sugerem que o efeito da ACLMT
sobre o transporte basal de agua é dependente da integridade de
microtubulos.

Tem sido descrito que a colchicina inibe a resposta da bexiga de
sapo para a vasopressina e para o AMPc (TAYLOR et al.,, 1978). Os
resultados do presente estudo confirmam essas observagdes. Os efeitos
da colchicina e da ACLMT sobre o transporte de agua mediado pela
vasopressina sao aditivos, sugerindo que seus mecanismos de agao na
bexiga de sapo sdo independentes. Com base nesses resultados, o
presente estudo sugere que o efeito da ACLMT sobre a acéo
hidrosmética da vasopressina parece nao depender da integridade dos
microtubulos.

Alguns autores descreveram que as PLAzs Lys49 miotdxicas
possuem atividade catalitica em condicbes especiais. Esses autores
demonstraram a hidrélise de acido araquidbnico em membranas de
fosfolipidios artificiais por diversas PLAys Lys49 miotdxicas, incluindo
ACLMT, demonstrando, portanto, que essas miotoxinas sao
cataliticamente ativas (YAMAGUCHI et al., 1997; FLETCHER & JIANG,

1998). Foi demonstrado que a ACLMT apresenta atividade enzimatica
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sobre membranas de células em cultura. Além disso, a ACLMT aumentou
os niveis de acidos graxos livres e de lisofosfatidilcolina sem efeito sobre
o diacilglicerol (FLETCHER et al., 1996).

As prostaglandinas participam da atividade regulatéria da
homeostasia hidrica em células epiteliais renais regulando a cascata de
eventos gerada pela vasopressina por um mecanismo de feed-back
negativo (HANDLER, 1981). Tem sido descrito em ducto coletor de
mamiferos e bexiga urinaria de sapo que as prostaglandinas regulam a
atividade da adenilato ciclase por meio do farmacologicamente distinto
receptor inibitério (EP3) acoplado a proteinas G, a fim de inibir a formagéao
do AMPc (PARNOVA et al, 1997). Tem sido demonstrado que a
prostaglandina E, exdgena diminui o transporte de agua mediado pela
vasopressina em epitélio renal de mamiferos e em bexiga de sapo,
inibindo a sintese de AMPc por meio de um receptor PGE acoplado a
proteina G; (SCHLONDORFF et al., 1987; PARNOVA et al., 1997).
Nossos resultados mostram que as prostaglandinas nao apresentam
papel no efeito da ACLMT sobre o fluxo basal de agua, visto que a
indometacina néo inibiu o efeito da ACLMT. No entanto, a ACLMT inibiu o
transporte de &gua mediado pela forscolina e esse efeito foi
significativamente reduzido na presenca de indometacina. Esses
resultados sugerem que o efeito inibitério da ACLMT sobre a acéao
hidrosmaética da vasopressina pode ser mediado pelo aumento na sintese
de prostaglandinas, as quais, por sua vez, interferem na geragéo de
AMPc, provavelmente inibindo a atividade do complexo adenilato ciclase

(PARNOVA et al., 1997).
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Os acidos graxos sao os principais produtos da atividade PLA,, que
altera a fungdo de um grande nimero de ions, incluindo Na*, Ca*?, ClI e
K" (WIELAND et al., 1992). A atividade catalitica das PLA; Lys49
miotdxicas suporta diversos mecanismos de acdo, os quais poderiam
diminuir o efeito hidrosmético da vasopressina. E dificil determinar quais
eventos sao causados diretamente pela miotoxina e quais sdo causados
indiretamente pela liberagdo de acidos graxos. Provavelmente, a atividade
catalitica da ACLMT libera acido araquidénico dos fosfolipidios de
membrana das células da bexiga de sapo. Assim, a ciclooxigenase
poderia metabolizar o acido araquidénico em prostaglandinas, as quais
modulam a acgao hidrosmaética da vasopressina (SCHLONDORFF et al.,
1987). Nossos resultados sugerem que os acidos graxos produzidos pela
atividade catalitica da ACLMT podem afetar o transporte de &gua
mediado pela vasopressina.

No entanto, o exato mecanismo de acdo da ACLMT sobre o
transporte de agua mediado pela vasopressina nao esta conclusivamente

determinado.
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Figura 8: Esquema do mecanismo de agdo da ACLMT sobre o transporte de agua
mediado pela vasopressina em células epiteliais da bexiga urinaria de sapo.
V, = receptor para vasopressina do subtipo V,; AVP = arginina-vasopressina; AC =
adenilato cilcase; AMPc = adenosina monofosfato ciclico; ATP = trifosfato de
adenosina; PGs = prostaglandinas; RE = reticulo endoplasmatico; setas amarelas

indicam inibicdo; setas vermelhas indicam estimulagao.
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Em nosso laboratério, foi desenvolvido um sistema de expressao
em E. coli para a produgao de formas recombinantes da ACLMT, como
uma proteina de fusdo com proteina ligadora de maltose. Essa proteina
recombinante induziu um quadro de lesdo bastante semelhante ao
produzido pela toxina ACLMT nativa (GIULIANI et al., 2001). Nossos
experimentos mostraram que a adi¢gao da toxina recombinante (10 nM) ao
banho das hemi-bexigas experimentais aumentou significativamente o
fluxo basal de agua. A adicédo de 10 nM da proteina ligadora de maltose
(MBP) nédo modificou o fluxo basal de agua, confirmando, assim, que o
efeito sobre o transporte de agua se deve a ACLMT recombinante e ndo a
MBP. Esses resultados sugerem que a ACLMT recombinante foi expressa
em uma forma ativa que possui atividade hidrosmética sobre a bexiga de
sapo, semelhante a ACLMT nativa.

Alguns autores tém sugerido que a regiao C-terminal (residuos
115-129) das PLA,;s Lys49 miotoxinas tem importante papel no
mecanismo de acgado toéxico dessa familia de proteinas (LOMONTE,
ANGULO & SANTAMARIA, 2003). Tem sido demonstrado que os
peptideos correspondentes a regido C-terminal (residuos 115-129) da
PLA, Lys49 miotdéxica do veneno das serpentes Bothrops asper,
Agkistrodon piscivorus piscivorus e Agkistrodon contrortrix laticinctus
exercem atividade citotoxica in vitro com concentracdes na faixa de 95-
580 uM. No entanto, somente os petideos das duas espécies de
Agkistrodon foram capazes de reproduzir o efeito miotoxico das
miotoxinas naturais in vivo. Por outro lado, nesse mesmo estudo, os

peptideos correspondentes a regido C-terminal (residuos 115-129) das
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PLA2s Lys49 miotoxicas do veneno de B. moojeni, B. jararacussu, B.
pirajai, Atropoides nummifer, Cerrophidion godmani e Vipera ammodytes
ammodytes nao reproduziram o efeito citotoxico de suas respectivas
toxinas naturais, o que levou esses autores a sugerirem que as atividades
téxicas das PLA; Lys49 miotoxinas ndo podem ser sempre reproduzidas
pelos peptideos derivados da regido C-terminal. No entanto, suas
atividades deveriam ser testadas em diferentes modelos experimentais,
em cada caso particular, em razdo da significativa variagdo na sequéncia
da regido C-terminal dessas proteinas (LOMONTE, ANGULO &
SANTAMARIA, 2003).

Para verificar se a regido C-terminal (residuos 115-129) da ACLMT
exerce alguma fungdo em seu efeito sobre o transporte de agua na bexiga
de sapo diversos experimentos foram conduzidos com um peptideo
derivado da ACLMT (p-ACLLys49). Nesses experimentos, a adi¢ao ao
banho do peptideo numa concentragédo de 10 uM nao modificou o fluxo
basal de agua. Portanto, esses resultados sugerem que a regido C-
terminal da ACLMT n&o tem papel relevante no efeito da ACLMT sobre o
transporte de agua na bexiga de sapo. Em outro grupo de experimentos
foi testada a atividade de um peptideo derivado da regido C-terminal da
PLA, Lys49 do veneno da Agkistrodon piscivorus piscivorus
(p-AppLys49). Os peptideos foram avaliados em diferentes concentragdes
(1 nM, 10 nM, 100 nM, 1000 nM, 5 uM), no entanto, ndo houve alteragao
significativa do fluxo basal de agua. Esses resultados sugerem que a
regido C-terminal das PLA,s Lys49 miotoxicas do veneno de serpentes da

espécie Agkistrodon nao afeta o transporte de agua de células epiteliais in
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vitro. Uma possivel explicagéo seria que os peptideos livres na solugao de
Ringer poderiam adotar uma conformagédo desfavoravel para seu efeito
sobre o transporte de agua através da bexiga de sapo. Além disso, a
participacdo de outras regides da proteina (proximas ou distantes) no
efeito sobre o transporte de a4gua nao pode ser excluida.

Ha muitas semelhancgas estruturais e funcionais entre a ACLMT, a
miotoxina |l do veneno da Bothrops asper e a miotoxina do veneno de
Bothrops nummifer, sugerindo que essas toxinas devem ser
quimicamente similares e, portanto, apresentar um mecanismo de acgao
também similar (JOHNSON & OWNBY, 1993). Isso € interessante, uma
vez que a ACLMT foi isolada do veneno da Agkistrodon contrortrix
laticinctus, que pertence a um género diferente. E possivel que miotoxinas
com mecanismo de agao semelhante estejam presentes em um grande
numero de serpentes venenosas. Esse fato tem implicagdes no
tratamento de tecido danificado pela picada de serpente, visto que se
deseja obter soro antiveneno capaz de neutralizar esse dano, o qual pode
ser causado por um grande numero de espécies de serpentes. Além
disso, seria possivel antagonizar a mionecrose produzida pelas
miotoxinas utilizando tratamento sem anticorpos se seu mecanismo de
acao fosse conclusivamente determinado. O estudo do efeito das PLAzs
Lys49 miotoxinas sobre os fendmenos de transporte através de
membranas biolégicas pode abrir novas estratégias na pesquisa de um

tratamento clinicamente util para ajudar vitimas de acidentes ofidicos.



CONCLUSOES

A ACLMT aumenta a permeabilidade da membrana a agua e diminui
parcialmente a acdo hidrosmaética da vasopressina, do AMPc e da
forscolina.

A ACLMT altera o transporte de agua através do epitélio urinario de
sapo por meio de eventos moleculares reversiveis sem afetar a
integridade funcional do tecido.

O efeito da ACLMT sobre o fluxo basal de agua é mediado pelo
aumento do calcio citossolico e por calmodulna. Esse calcio é
proveniente do reticulo endoplasmatico e do meio externo, via
canais sensiveis a nifedipina.

O efeito da ACLMT sobre o fluxo basal de agua depende da
integridade do citoesqueleto, em particular dos microtubulos.

O efeito da ACLMT sobre o transporte de agua em presenga de
vasopressina € mediado pelo aumento do calcio citossdlico e por
prostaglandinas.

O efeito da ACLMT sobre o transporte de agua mediado pela
vasopressina parece nao depender da integridade dos microtubulos
e nao esta diretamente relacionado a calmodulina.

A ACLMT recombinante reproduz o efeito hidrosmaético da ACLMT
nativa.
Os peptideos correspondentes a regido C-terminal das miotoxinas

de duas espécies de Agkistrodon nao afetam o transporte de agua.
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