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Alguns autores sugerem que o rolamento em barril possa ser uma
ferramenta importante para investigar o sistema de neurotransmissdo no controle
dos neurdnios vestibulares que convertem as informagGes para o nucleo ocular,
cerebelo e corda espinal para manter o equilibrio corporal e a postura (KOSAKO
et al., 2000). O rolamento em barril pode servir também como um modelo
experimental das desordens do movimento humano (KAWACHI et al., 1998).

A giroxina também é conhecida por sua atividade enzimatica trombina
simile, atuando sobre o fibrinogénio humano, clivando o fibrinopeptideo A da
cadeia a proximo ao N-terminal (RAW et al, 1986). Os mondmeros de fibrina
resultantes polimerizam-se em uma rede anormal que difere da produzida pela
trombina. Esta rede anormal é instavel e mais susceptivel a agdo de agentes
fibrinoliticos (MARKLAND, 1998; KOH et al., 2001). A incoagubilidade sanglinea
parcial ou total observada em casos graves de pacientes picados, pode ser
decorrente do consumo do fibrinogénio (BUCARETCHI et al., 2002).

RAW et al. (1986) determinaram, por analise em eletroforese, que a
giroxina € uma proteina de cadeia Unica, com massa molecular estimada em 34
kDa.

As enzimas trombina simile possuem algumas propriedades fisico-
quimicas em comum: sdo glicoproteinas, com cadeia Unica e massa molecular
calculada entre 28 e 60 kDa, sao ativas em substratos sintéticos especificos de
trombina e compartilham similaridades mecéanicas com a trombina (CASTRO et
al., 2001), porém apresentam diferengas na clivagem das ligagOes peptidicas e

nas atividades sobre os fatores da coagulagdo e plaquetas (KORNALIK, 1990;
OUYANG et al., 1992).
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TABELA 1. Relacdo de algumas serino proteases isoladas de veneno de serpentes com

atividade trombina simile. Entre parénteses, a espécie da qual as enzimas foram obtidas. Na
coluna a direita sdo apresentados os substratos da atividade enzimatica (entre colchetes
fibrinopeptideo liberado em menor velocidade.

Enzimas trombina simile

Substratos

Ancrod (Calloselasma rhodostoma)
Batroxobin (Botrops atrox moojeni)
Bilineobin (A. binlineatus)

Bothrdbin (B. jararaca)

Calobin (C. atrox)

Crotalase (C. Adamanteus)
Flavoxobin (Trimeresurus flavoviridis)
Giroxina simile (Lachesis muta muta)
TM-VIG (T. Mucrosquamatas)

Gabonase (Bitis Gabonica)

Fibrinogénio (A, [B]), fator XI|
Fibrinogénio (A, [B)), fator XII?
Fibrinogénio (B, [A])
Fibrinogénio (A), fator VIII?
Fibrinogénio (A, [B])
Fibrinogénio (A, [B])
Fibrinogénio (A)

Fibrinogénio (A, [B])
Fibrinogénio (A)

Fibrinogénio (A, B), fator XIli

Modificada de MATSUI et al. (2000).
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sequenciais algumas diferengas sutis na estrutura dessas toxinas determinam as
mais variadas atividades, o que faz com que uma mesma toxina tenha atividade
trombina simile, calicreina simile e até degradadora de angiontensina (HUNG &
CHIOU, 2001; MARKLAND & DAMUS, 1971; MARKLAND et al., 1982; ESNOUF
& TUNNAH, 1967; HATTON, 1973; MATSUI et al., 2000).

MATSUI et al. (2000) propdem a classificacdo destas enzimas baseando-
se em suas propriedades. B

A atividade calicreina simile foi descrita para algumas destas enzimas, e
segundo HUNG & CHIOU (2001), este efeito & especialmente intrigante pois
algumas a-fibrinogenases como ancrod néo apresentam alta especificidade por
cininogénio de alta massa molecular. O mesmb ocorrendo para algumas (-
fibrinogenases, cuja atividade enzimatica libera bradicinina promovendo uma
diminuigdo da presséo arterial.

Outro mediador importante envolvido na queda da pressado arterial é o
oxido nitrico. Este foi originaimente descrito como fator relaxante derivado do
endotélio e mais tarde verificou-se que este efeito poderia ser explicado
quantitativamente pela formagéo de 6xido nitrico pelas células endoteliais.

O papel do oxido nitrico como molécula vasodilatadora vem sendo descrito
ha quase duas décadas (IGNARRO, 1987; MONCADA, 1991; XU & KRUKOFF,
2004).

O 6xido nitrico difundi-se pelas células endoteliais onde ele ativa a enzima
guanilato ciclase soluvel (sCG), que aumenta a formagdo de guanosina
monofosfato ciclica (GMPc). A GMPc ativa a proteina quinase (PK) que fosforila e
inativa a quinase da miosina de cadeia leve (MLCK) interrompendo assim o

processo de contragdao, causando relaxamento do musculo liso vascular em



oposicdo ao aumento no nimero de ions Ca?* induzidos por agonistas (FIGURA
1).

As enzimas oxido nitrico sintase (NOS) s&o fundamentais para o controle
da biossintese de o6xido nitrico (FIGURA 2). Trés isoformas de NOS foram
caracterizadas, e sabe-se que séo codificadas por trés genes diferentes podendo
ser classificadas em duas familias: as NOS constitutivas (c-NOS) e a NOS
induzivel (i-NOS). As NOS constitutivas, que sédo dependente; de calcio, podem
ser neuronais (n-NOS) e endoteliais (e-NOS). Estas isoformas produzem
pequenas quantidades de éxido nitrico por um curto periodo de tempo (minutos a
segundos) desempenhando fung¢des regulatérias na neurotransmissdo e no
sistema cardiovascular. A i-NOS pode produzir éxido nitrico por longos periodos |
de tempo (horas a dias) apds sua expressao e € independente de caicio.

Todas as isoformas podem ser inibidas por analogos da L-arginina, com
substituicbes no grupamento guanidina. Alguns inibidores exibem certa
seletividade para determinada isoforma, geralmente por isoformas constitutivas,
como por exemplo a L-NAME (N"-nitro-L-arginina metil ester) que apresenta
seletividade por e-NOS. Outro inibidor muito utilizado & o 7-nitroindazol (7-Ni).
Este é um composto heterociclico capaz de inibir a n-NOS, por um mecanismo
que parece envolver sua ligagao ao grupamento heme da NOS (TEIXEIRA, 2001).

O éxido nitrico € uma molécula ativa em varios sistemas, pois além de sua
acdo no sistema cardiovascular também participa do sistema imune (em
macroéfagos, leucécitos e neutréfilos atuando na defesa contra virus, bactérias e
protozoarios), do sistema nervoso central e periférico como neurotransmissor de

fibras NANC (ndo adrenérgicas nao colinérgicas). No sistema nervoso, o 6xido
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nitrico atua na neurotransmiss@o, na potenciagdo de longo prazo, plasticidade,

memoria, controle do apetite e nocicepgcao (RANG et al., 2004).
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FIGURA 2. Sintese enziméatica do 6xido nitrico a partir da L-arginina pela agio
da NOS (TEIXEIRA, 2001).

Outro aspecto importante relacionado as serino proteases é a atuagéo da
trombina como uma potente molécula sinalizadora que regula respostas
fisioldégicas e patoldgicas em varias populagdes celulares e tecidos (TURGEON &
HOUENOU, 1997). Através da clivagem limitada de receptores PAR (receptores
protease ativados) ela controla o crescimento e fun¢bes de varios tipos celulares
incluindo neurdnios, astrécitos e microglia (macréfagos cerebrais). Varios estudos
indicam que a trombina induz a liberagédo de citocinas e quimiocinas de células da
microglia sugerindo uma importante participa¢ao no desenvolvimento de doengas
neurodegenerativas (SUO et al., 2004).

Os receptores PARs pertencem a familia de receptores acoplados a
proteina G. Estudos de clonagem identificaram quatro membros deste grupo:

PAR-1, PAR-2, PAR-3 e PAR-4. Eles estdo distribuidos em diferentes tecidos



(KAWABATA & KURODA, 2000) e atuam na ativagéo de plaquetas, na regulacédo
do ténus vascular, etc. (TABELA 2).

Nem todas as suas caracteristicas foram totalmente esclarecidas: sabe-se
que pelo menos trés deles sdo ativados pela trombina (PAR-1, PAR-3 e PAR-4) e
o PAR-2 é ativado pela tripsina. Alguns autores ndo descartam a hipétese de que

outras serino proteases possam ativar um ou mais desses receptores

(COUGHLIN, 1999).

Neste sentido, como uma primeira abordagem de uma possivel agdo da
giroxina nos receptores PAR, é interessante verificar se esta tem como tecido alvo
locais onde estes receptores estdo presentes. Para tanto, sera realizado um
ensaio de biodistribuicdo abordando aspectos da DME (biodistribuigdo,
metabolismo e excre¢io) tendo como radiotragador a giroxina radiociodada.

As toxinas animais podem ser marcadas para o0 estudo de sua
biodistribuicdo direta ou indiretamente através da incorporacdo de um
radionuclideo em sua estrutura:

- Diretamente quando se introduz o radiotragador na molécula protéica, em seus
cofatores, coenzimas ou metal, quandoc um desses constituintes estiver presente;
- Indiretamente através da acoplagem da toxina em uma molécula ja marcada. O
radiotragador incorporado sinalizara o caminho da toxina durante todo o tempo
em que estiver no organismo.

A DME de um composto estranho em um dado organismo depende de uma
série de fatores fisicos, quimicos e fisioldgicos (processos farmacocinéticos).
Estes fatores removem e diluem o composto a partir do ponto de entrada no

sistema bioldgico, o carregam para os diferentes tecidos, permitem sua difusédo ou
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sintomas (rolamento em barril, freqiéncia respiratéria, agitagdo, comportamento

exploratério, tdnus muscular entre outros).
3.2.9. Estudo da biodistribuigao

3.2.9.a. Radioiodacao da giroxina

A giroxina foi radioiodada com Na'®| utilizando-se o método classico da
cloramina T (CAMILLO, et al., 1997). A cloramina T € um agente oxidante, que em
solugdo aquosa forma o acido hipocloroso capaz de promover a oxidagdo do
iodeto. O esquema da reagdo é mostrado na FIGURA 3 na qual estdo indicados
os reagentes e os tampdes usados. Este procedimento foi realizado em pH
alcalino e em capela quimica, devido a volatilidade do '?°l. Foram feitas agitagdes
apds a adigdo de cada reagente e aos 2,5 minutos apos a adigdo da cloramina

Todas as solugdes usadas foram preparadas imediatamente antes do uso.
A mistura de reagéo foi fracionada em coluna Sephadex G. 100 (3x50 cm). A
calibragdo da coluna foi com azul de dextrana para o Vo; '?°| para o V; e giroxina

fria para o V.. A constante Kav (caracteristica de cada soluto) foi calculada por:

O tampao fosfato de sédio 0,05 M, pH 7,4 contendo SAB 0,1% foi utilizado

como eluente, com fluxo de 12 mL/h e foram coletadas fragdes de 2 mL.

24




5) 10 uL de Cloramina T (50 ng/10ulL)
em T. Fosfato de Na 0,05 M pH 7,4

1) 10 uL T. Fosfato de Na 0,3 M pH 7,4

2)10 uL T. Fosfato de Na 0,05 M pH 7,4

1 minuto

3) 5 2L de giroxina (1mg/mL)

6) 20 pL (200 wug/20 uL) de
Metabissuifito de Na em T. Fosfato
de Na 0,05 M pH 7,4

7) 200 pl- de KI (2000ug/200ul) em T.
Fosfato de Na 0,05 M pH 7,4 + 0,1 %
SAB + 3 mg de Azul de Dextran

4) ~ 2,6.10° Bq de Na "I em NaOH
em0,1M

FIGURA 3. Esquema da radioiodacdo da giroxina com Na'®| utilizando-se o método

~ classico da cloramina T modificado (CAMILLO et.al.,1997).

Amostras de 20 pl de cada tubo foram contadas em contador gama de

pogo (OAKFIELD Instruments, United Kingdown) para obten¢do do perfil

cromatografico.
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Na FIGURA 7 pode-se observar as bandas referentes as amostras dos
picos da coluna de afinidade. O pico referente as proteinas nao retidas (AP1)
ainda apresenta uma banda na posi¢éo da giroxina, indicando uma certa perda de
material.

O gel referente as amostras dos picos obtidos na cromatografia em gel
filtragdo estdo na FIGURA 8. A giroxina migrou como uma banda Unica e a massa

molecular foi estimada em 30,6kDa.
4.2.3. Analise em espectrometria de massa

Nas condigbes desse trabalho, a analise da giroxina por espectrometria de
massa identificou um componente majoritario e algumas impurezas ndo
quantificadas, porém em baixa concentracdo (FIGURA 9). O valor de massa

molecular calculado foi 29506,63 Da, estando de acordo com o esperado.

4.2.4. Atividade coagulante

A giroxina se mostrou ativa no teste sobre a coagulagido sangiinea. Foi
capaz de induzir a coagulagdo mesmo na presenca de heparina nas diferentes

doses ensaiadas (TABELA 4).
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TABELA 4. Resultado do teste da coagulacao sangliinea ativada pela giroxina.

Incubagdo Atividade |
coagulante

A: 50 ulL giroxina + 50 pL Heparina +
B: 25 uL giroxina + 50 plL Heparina +
C: 12,5 uL giroxina + 50 uL Heparina +

D: 6 uL giroxina + 50 uL Heparina + -
E: 50 uL trombina + 50 uL Heparina -
F: 150 plL trombina + 50 pl Heparina +
Controle: 50 ul. Heparina -

4.2.5. Neurotoxicidade

O rolamento em barril foi observado e filmado, ocorrendo entre 5 e 15
minutos apos a administragado intravenosa da giroxina na dose 0,25 ug/g. Outros
sintomas observados foram agitacao inicial seguida de aumento da frequéncia
respiratoria, perda do tébnus muscular das patas. Os animais se recuperaram em

até 1 hora apds a injeg@o e apds 24 horas ndo apresentavam qualquer sintoma de

envenenamento.
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4.2.6. Efeitos na pressao arterial de ratos anestesiados

Os animais que receberam doses menores que 500ug ndo apresentaram
nenhum efeito sobre a pressao arterial.
Os ratos tratados com 500ug de giroxina apresentaram uma queda

acentuada e prolongada na presséo arterial (FIGURA 10).

4.2.7. Efeito em células endoteliais em cultura

As condigbes inicialmente propostas para as células ECV304 foram
adequadas para a cultura. A primeira curva de crescimento celular mostrou que |
em 24 horas o numero total de células é praticamente o dobro do inicial. As fotos
evidenciaram alteragbes pouco significativas induzidas nas células ECV304

expostas a agdo da giroxina. Na FIGURA 11 esta a foto do grupo controle e dos

grupos tratados.
4.2.8. Determinagao da atividade da Oxido Nitrico Sintase

No ensaio de atividade da NOS em células endoteliais ECV304 apés
tratamento com giroxina, observou-se aumento de atividade da NOS total no
sistema (FIGURA 12). Este aumento foi significativo para todos os intervalos de
tempo ensaiados, comparando-se ao controle. A FIGURA 13 apresenta os
resultados para a i-NOS. Embora as atividades da NOS total e da i-NOS fossem

significativamente diferentes do grupo controle; na comparagéo entre ambas nio

houve diferenca.

37






http://www.ub.es/biocel/wbc/recursos/coleccionphc.htm

"001|B}0.JO OUSUSA Op Epe|os! euxonb g o (eongiuls BuIUDIPRIg) eiosuajodiy eouelsqns 9 ‘(j euisusjoibuy)
JSSUE sojel ap [euaie oessald eu euiquios] g dUBYBWSS BUIZUS Bp oNsi3 ‘0L vyNoId

]

eiosuspadiy eiouelsans g 8 Y "sopelsd

) wr 0

0:01EFT

BHww

—
—
—
-

: Nﬁmo.n"me 00/00/E1

0::1 002

39



70
60
50
40
30
20

| 7

0

ATIVIDADE

X\

NS
O “ %)
é@‘ \b 9? 9 N
o
o

FIGURA 12. Atividade da NOS total (pmol/mg.min) determinada em células ECV304
expostas a giroxina 0,15 uM durante diferentes intervalos de tempo. Os valores representam
as médias + erro padrao. Pela andlise de variancia (F 243; r* 0,9949) as médias sdo

significativamente diferentes (p < 0,05) e no teste de comparagéo multiplas de Dunnet todas
séo diferentes do controle (p , 0,01).
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FIGURA 13. Comparagdo das atividades da NOS total e NOS induzida (pmol/mg.min)
determinadas em células ECV304 expostas a giroxina 0,03 uM durante 95 minutos. Os
valores representam as médias + erro padrdo. Pela anélise de variancia (F12,13, ? 0,7294)
as médias sao significativamente diferentes (p 0,05) e no teste de comparagdes mudultiplas de

Newman-Keuls os grupos tratados sao diferentes do controle (p <0,01) e n&do diferem entre si
(P <0,05).
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4.2.9. Ensaio in vivo com inibidores da NOS

No ensaio com 7-Ni, os primeiros sintomas apareceram poucos minutos
ap6s a administragdo da giroxina. Nao foram observadas diferengas entre os
grupos controle e tratado com o inibidor. Em ambos os grupos os animais
manifestaram os sintomas sequenciais de agitagdo, aumento da frequéncia
respiratéria, ficaram parados, tiveram diminuigdo do ténus das patas e n&o
apresentaram o rolamento em barril. Aproximadamente 1 hora apés a injegdo da
toxina os animais se recuperaram e todos estavam completamente livres de
qualquer sintoma apos 48 horas. Nao ocorreram mortes.

No ensaio com L-NAME, os animais tratados e os animais controle
apresentaram todos os sintomas citados acima inclusive o rolamento em barril.
Pode-se observar uma diferenga significativa na intensidade dos sintomas no
grupo tratado com o inibidor. Neste grupo, os animais apresentaram o rolamento
em barril e os demais sintomas por aproximadamente 60 minutos a mais que os

do grupo controle, além de ocorrerem trés mortes.

4.3. Estudo de biodistribuigdo

4.3.1. Radioiodac¢éo da giroxina

No perfil radiocromatografico obtido em Sephadex G.100 referente ao
fracionamento da mistura de marcacgdo, pbéde-se observar cincos picos distintos
(FIGURA 14), sendo que dois deles foram relacionados a ['**fgiroxina por

apresentarem Kav proximo ao da giroxina fria (C e D).
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A andlise em eletroforese destes picos permitiu comprovar a composigéo
protéica de cada um (FIGURA 15). No pico A estad a radioatividade aderida a
albumina e agregados de maior massa molecular; no pico E esta o '?| livre e nos
picos C e D, a giroxina. Por esta técnica a pureza da ['®l[giroxina isolada foi
estimada em 85,4%. Apesar da semelhanga dos dados eletroforéticos obtidos
para as fragles 42-43 e 45-46, optou-se por utilizar a de Kav mais proximo de 0,4,
que é o Kav obtido no fracionamento da giroxina ndo marcada, nas mesmas

condi¢cdes cromatograficas.

4.3.2. Biodistribui¢io da ['*l]giroxina

O resultado deste ensaio foi analisado de duas formas. A primeira que
compara a atividade total presente nos diferentes 6rgdos (FIGURAS 16 e 17) a
cada intervalo de tempo. Esta representacdo facilita a observagdo do “caminho”
feito pela ['®l]giroxina durante os processos de DME. A segunda forma de analise
(FIGURA 18) apresenta o perfil cinético em cada 6rgéo individualmente e permite

a identificagdo dos érgdos em que a toxina tem maior tempo de permanéncia,

candidatos a é6rgaos alvo.
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FIGURA 18. Comportamento cinético da giroxina radiciodada nos diferentes 6rgéos, apoés

administrac&o intravenosa em camundongos (escala log x log).
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FIGURA 19. Grafico dos valores de concentragdo do radiotracador/tempo para as amostras
de sangue. As barras indicam o intervalo de confianga de 95%. A curva foi ajustada pelo

modelo bicompartimental C(t) = A e™ + B™.
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" FIGURA 20. Incorporaggo do iodo na tireside indicativo do metabolismo da ['ZI]giroxina.
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