UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA E FARMACOLOGIA
CURSO DE POS-GRADUACAO EM FARMACOLOGIA
FALBA BERNADETE RAMOS DOS ANJOS

PURIFICACAO E ESTUDOS FARMACOLOGICOS
DE UMA NOVA NEUROTOXINA PROTEICA DA
PELE DE Leptodactylus pentadactylus

Tese apresentada ao Curso de Doutorado em
Farmacologia da Universidade Federal do
Ceara, como parte dos requisitos para
obtenc¢do do grau de Doutor em Farmacologia.

ORIENTADOR:
Prof. Dr. Krishnamurti de Moraes Carvalho

FORTALEZA
2000



A619 Anjos, Falba Bemadete Ramos dos
Purificacdo e estudos farmacoloégicos de uma
nova neurotoxina protéica da pele de
Leptodactylus Pentadactylus. _ Fortaleza, 1999.

:il. 150f.
Orientador: Prof. Dr. Krishnamurti de Moraes
Carvalho.
Dissertagéo (Doutorado). Universidade
Federal do Ceara. Faculdade de Medicina.
1. Toxicologia - Anfibios 2. Toxina
Protéica 3. Anfibios 4. Neurotoxina.
| Titulo.

CDD 615.942



Tese submetida como parte de requisitos necessarios a obtencdo do
grau de doutor em Farmacologia, outorgado pela Universidade Federal do
Ceara e encontra-se a disposicdo dos interessados na Biblioteca do Centro de

Saude da referida Universidade.

FALBA BERNADETE RAMOS DOS ANJOS

Tese defendida e aprovada pela banca examinadora em C5/CE7 ACOO

ORIENTADOR:

Prof. Dr. Krishnaimurti de Moraes Carvalho

EXAMINADORES:

Prof. Dr. Bruno Andrade Cardi

Pr~™~n? Veralice Meireles Sales de Bruin

Prof. Or. Esper A . Cavalheiro

Prof®. Dr;.  ytpra Costa juamarao



Ao0s meus pais, tiae irmdos por terem
entendido as minhas auséncias, sem

nenhuma cobrancga



“Vinde a mim todos 0s que estais cansados
e oprimidos, e eu os aliviarei. “Mt 11,28.
“Mesmo quando parece que todas as portas

estdo fechadas, esté aberta a porta de Deus
gue ndo atribui tarefa que ndo consigamos

realizar “. Massacro Taniguchi



AGRADECIMENTOS

Ao professor Krishnamurti de Moraes Carvalho, por ter me
aceitado em seu laboratoério, pela orientacdo precisa e constante.

As professoras Gisela Costa Camardo e Rita Maria Dantas, pela
atencdo e auxilio nos momentos de dificuldade.

Aos professores Otoni Cardoso do Vale, George chaves Jimenes,
Rosa Cristina Santiago, pelo incentivo, sugestdes e atencdo sempre
dispensada.

As professoras Gloria Idalina Boente Pinto Duarte, Adrenalina
Noronha Coelho de Souza e Rita Suzette, pelo apoio tdo necessario
guando estamos fora de casa.

Aos professores Bruno Andrade Cardi e Veralice Medeiros Sales
de Bruin, por terem aceitado o convite para participar da banca.

A todos os professores e funcionarios do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia, em especial, ao professor Manasses Claudino

Fonteles, pela competéncia e pela convivéncia profissional e humana.



A secretaria do curso de Pds-Graduacdo Silvia Maria Azevedo de
Lima e sua assessora Beatriz Maria Néri Oliveira, pela paciéncia e
amizade e assisténcia prestada.

Aos colegas de Curso especialmente Adriana, Alex Pinto, Alex
Havt, Francisco Albano, Augusta, Carlos, Helder, Nilberto, Maira, Gerly
Anne, liana, Elisete, Laura, Romulo, Cliéder, Jania e demais colegas,
pelo excelente convivio, confianca e momentos de alegria.

As técnicas Maria Silvandira Franca (UFC) e rosa germana da
Silva Oliveira (UECE), pela colaboracdo constante e dedicacdo ao aluno
em formacao.

Aos colegas de laboratorio Marinete, Angelina, Claudio, Mirian,
Valéria, Daniele, Lygia, Denise, Aronai, Inés, Janaina, Nadia, Soraia,
Leon Solane, Roberta, Eduardo Cole, Elaine, Raquel, pela convivéncia
amistosa e por tomarem o ambiente de trabalho tdo agradavel.

Aos amigos e irmdo Alfredo, Mila, lana, Pedro, Alice, Iberé,
Andréa, pelo carinho, colaboracdo constante nas horas dificeis e por
diminuirem a distancia de casa.

Aos amigos Ana Maria, Rejane Conti, EulinaNery, Eugénia Barza,
Carla Fragoso, Denise Gomes, Sebastido Rocha, Euclides Mauricio,
Manuel Adrido, por provarem que a diferenca entre a distancia e a
amizade € somente o0s quilémetros.

Ao Laboratério de Produtos Naturais, em especial ao professor
Vietla Satyanarayana Rao e a técnica Nisia Rodrigues, pela ajuda em

experimentos e atencédo dispensada.



Ao Laboratorio de Fisiologia do Aparelho Respiratorio,
especialmente ao professor Ruy Capaz e a técnica Maria da Concei¢do
Alves da Silva, pela valiosa colaboracdo nos experimentos e acolhida em
seu laboratorio.

Ao laboratério de Informatica, em especial aos professores Alberto
Melo Soares e Claudia do O pessoa e a técnica em computa¢do Claudia
Gerusa Santiago pela assisténcia e presteza no atendimento.

Ao laboratorio de Neurobiologia Experimental da UNIFESP,
especialmente aos professores Esper A cavalheiro, Maria José Femades,
Maria das Gracas Nafhah-Mazzacoratti, Débora Amado pela orientacéo
nos estudos do SNC, atencéo e consideracdo dispensada.

Aos colegas de laboratorio da UNIFESP, Fulvio, Ricardo, Neide,
Antdnio, Sandra, Arida, Reinaldo, Suely, Emidio e demais colegas pela
atencdo, Consideracéo e colaboracéo constante.

Ao instituto Adolfo Lutz, especialmente a pesquisadora Suely
Nonogaky, pela colaboracdo nos experimentos de imuno-histoquimica.

A Faculté de Medicine de L’Université de Montreal, em especial
ao professor Guy Boileau e a professora Andréa Ruchon pela
colaboracdo nos estudos do seqlienciamento parcial da Toxina.

Ao professor Carlos Maurilio pela amizade e correcdo ortografica.

As bibliotecarias Eliane Moura Vieira Silva, Maria Josineide Goes,
Norma de Carvalho Linhares de demais funcionarios, pela colaboracéo
na normatizacdo das referéncias bibliograficas e simpatia.

E finalmente a todos que direta e indiretamente contribuiram para o

engrandecimento deste trabalho.



A coordenacdo do Curso de Po6s-Graduagdo nas pessoas dos
Professores Ronaldo Ribeiro e Arménio Aguiar dos Santos, pelas
facilidades concedidas.

A coordenacdo do Conselho Nacional de Pesquisa (CNPQq), pela

concessao da Bolsa de Estudo.



LISTA DE FIGURAS

Figura Pagina

3.2.1.1 Extracdo do veneno de Leptodactyluspentadactylus.............ccooevoiiiiiiiinciienenne, 63
3.5.1.2 Aparelho estereotaxico para uso em ratos € camunNdONGOS........cccecvrervereereeeeereeenns 72
3.5.1.3 Cirurgia estereotaxica em CamMUNUONGO..........coururueririiririerinieisieesiee e 72
3.5.1.5 Animal com capacete acoplado ao sistema de regiStro........cccccoevvevevencenenieneneeenn 73
4.1.1 Cromatografia de troca-idnica DEAE-CelUlOSE..........cccoceviieeiiiieeeese e 79
4.2.1 Eletroforese emplaca de gelpoliacrilamida............ccccoooeiiiiiiiiiiiii e 81

4.4.2.1 Eletrencefalograma registrado no HPC e CTX de camundongos

2 ToT ] (0 F=To [0 LS JH RSO USSP U PSP PP PP 88
4.2.2.2 Eletrencefalograma registrado no HPC e CTX de ratos acordados..............cc.cccvene. 90
4.2.2.3 eletrencefalograma registrado no HPC e CTX de camundongos acordados

pré-tratados com diazepam mais a toxina (250 Pg/Kg).....cccccevvrrreiniinenenerieeneenn, 92
4.2.2.4 eletrencefalograma registrado no HPC e CTX de camundongos acordados

pré-tratados com diazepam mais a toxina (500 Pg/kKQ)......ccccourririiernenneineenenen, 94
4.2.2.5 eletrencefalograma registrado no HPC e CTX de camundongos

acordados pré-tratados com fenobarbital mais a toxina (250 pg/Kg)........ccccoeevuue. 96
4.2.2.6 eletrencefalograma registrado no HPC e CTX de camundongos

acordados pré-tratados com fenobarbital mais a toxina (500 pg/KQ@).......cccccevrueneen. 98



Tabela Péagina

3.4.1 Avaliagdo fisica ¢ observagio dos animais no estudo de toxicidade

. L PERIAAGCIVIUS ..ot 67
‘ 3.6 Hidrofobicidade dos 18SIAUOS ..o 74

4.3.1 Respostas experimentais da avaliagdo fisica e observagéo dos animais
N0 estudo de tOXICIAAR ... ii i 80

4.5.2.1 Analise da hidrofobicidade dos aminoacidos presentes na seqiiéncia
TIEETTIA Lottt st 100

4.5.2.2 Analise da hidrofobicidade dos aminoécidos presentes na seqii€ncia
IEEITIA LT oo e e en 101

4.5.2.3 Analise da hidrofobicidade dos aminoacidos presentes na seqliéncia

NAtermInal. oo e e re e 102



INDICE

Pagina
Lista de figuras
Lista de tabelas
1. INTRODUGAO. ...t ereses s et ans s 21
1.1 Vis80 geral SODIe as tOXINGS........ccoviirieiiiiiriiieieese e 26
1.2 Toxinas N0S anfiDiOS. ..ot 29
1.3 AS NEUIOtOXINAS ANTMAIS. .....c.eiiiiiiiieieieti ettt nr e nnen e 49
1.4 Os anfibios € 0 Meio amMBDIENTE............coiiiiii s 52
2. OBIETIVOS. ...ttt 56
2.1 GIAL.... e 56
2.2 ESPECITICOS. ...ttt ettt ettt s et et ne et e e e 56
3. MATERIAL E METODOS.....ccoiiiitiniineineineiesiesisssesisesesises s 57
3.1 IMTALETTAIS. ...t r et 57
3Ll ANIMAES. oottt 57
3.1.2 SUDSTANCIAS € FEAGENTES.......viiviieieeiiiteit ettt 58
BRI I N o T- 1 =1 1 o LTSRS PR 58
3.1.4 MaALerialS TIVEISOS. .....cviieiieiiiiisieieee sttt 60
B2 IMIBLOUOS. ...ttt bbbttt 60

3.2.1 Obtencdo do veNeno eStUAATO. .........ooveiiiiiiereeese e 60



3.2.1.1 Processo utilizando adrenaling............cccooviiiineiiiininenecseeees
3.2.1.2 Homogeneizado da Pele.........coeiiiiiiiiiiicie e
3.2.2 Purificagdo do material Bruto..........ccocooi i
3.2.2.1 Cromatografia de troca-idnica em coluna DEAE-Celulose................
3.2.2.2 Dessalificagio da amOSra.........covieeiriiieeiee e
3.3 CriteriOS 08 PUIBZA.....c.eiuiiieiieiiii ettt
3.2.3.1 Eletroforese em gel poliacrilamida............ccccoooviiiiiiiiiniiccee

3.2.3.2 Atividade farmacoldgica das fracdes da eletroforese em gel
POHACTIIAMIA. .......coii e

3.2.3.3 Estudo da atividade da toxina ap6s incubagdo com enzimas
PrOEOITTICAS. ....veveeeeec s
3.4 EStudo farmacCOlOQICOS. .......c.ccuiiieiiieiiieie et
3.2.4.1 Toxicidade aguda (DL50)........cccooirirreieiniieneieese e
3.2.4.2 Estudo da dose efetiva convulsivante (DES0).........cccccevoviieiiiienieenenns
3.2.4.3 Estudos de outros efeitos farmacolégicosagudos in vivo.....................
3.5 ENSAI0S DIOIOGICOS......cuiiiiiiiciiee ettt s re e
3.2.5.1 eletrencefalOgrama..........ccocoiiieiiiiee e
3.2.5.1.1 Preparacdo para registroeletroencelografico.............cc.cccun..

3.2.5.1.2 Procedimento cirdrgico e implatagdo de eletrodos

para registro eletroencefalografico..........ccocoevvivvivcicvinnnne

3.2.5.1.3 Periodo pOS-0peratirio.........cccccveveieeeeieseseeiese e

3.2.5.1.4 Analise comportamental dos animais monitorados com 0S

eletrodos INtraCerebIalS. ... ..oviiii it
3.2.5.1.5 Atividade elétricacerebral............cooooveeoeooeeeeee e,

3.6 Determinacao da sequéncia N-terminal dos aminoacidos da toxina purificada

................................................................................................................................. 73

3.7 Imuno-histoquimica para C-TOS.........cccrerriiriiie e 75

4, RESULTADOS. ... .ottt enae e aaae e 76
4.1 Purificagdo do material DrULO..........cccooiiiiiiece e 76
4.1.1 Cromatografia de troca-ibnica em DEAE-Celulose...........cccoevvevvvnenciiinnens 76

4.1.2 Dessalificac8o da @amMOSLIa..........ooiiieiiieiiee st eneas 77



A @A ) T 0TS0 (o o TU L <2 TSRS 77

4.2.1 Eletroforese em gel poliaCrilamida...........cccooviireiiiiiiiiiiccceee e 77
4.2.2 Determinacdo da concentragdo de proteinas........cccccoveivvvrererieeeieseseseeeeeseens 78
4.3 EStudos farmacOlOgiCOS. .......cuiuiiiiiiieiiieie et 79

4.3.1 Efeitos farmacologicos, toxicidade aguda (DL50) e dose efetiva

CONVUISIVANTE (DESD).......ciiiiiieiieie ettt s 79

4.4 ENSAI0S DIOIOGICOS. ......cviuiiiiiiciisiei bt 82
4.4.1 Alterag0es COMPOITAMENTAIS. .......ccuiviriireieiriste e 82
4.4.2 AlteracOes eletrencefalografiCas.........covvviiiiiicicic e 83
4.5 ANalise de anIMOACIHOS. .........ciriiiiiiiiirieir bbb 99
4.5.1 Sequenciamento N-terminal obtidos a partir da amostra de toxinas................ 99

4.5.2 Anélise simplificada das principais propriedades dos aminoacidos associados

as sequéncias internas I, seqiéncias I, N-terminal...........cccccccovviviiireniininnnnns 99
B, DISCUSSAO. ... oottt ettt ettt ettt ettt ettt eaeeaens 103
B. CONGCLUSAO. ..o oottt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt 115

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ..., 117



ABSTRACT

The species Leptodactylus pentadactylus is an amphibian from the order
anura, of the genre Leptodactylus which was find in the Indian, North
and South American. A toxin was extracted from its skin secretion by
column chromatograph DEAE-Cellulose and it presents convulsant
activity by intravenous injections (i.v.) in rat and mice. The ffaction
containing the purified toxin was eluted with 100 mM NacCl, dessalted,
lyophilized and the resulting yellow-colored storage power was kept at -
25 °C. Its purity was evidenced in 6% polyacrilamide gel electrophoresis
without SDS where was revealed only one major protein band; in
presence of 10 % 2-mercaptoethanol and | % SDS; also only one
protein band, corresponding to a molecular weigth of 65 KD was
identified. After the purification, it was obtained -100 mg of pure toxin
from Ig of whole lyophilized venom. The toxin was inactivated at 100
°C for 5 min or after incubation with trypisin and quimotrypisin. In
acute toxicity tests in male mouses in doses between 10 to 2000 pg/kg by
l.v., caused symptons such as jumping, increased locomotor activity,

walzing, defection, tonic-clonic convulsions and death. The LD50 and



ED5o0 calculated was 560 + 128 ug/kg and 230 + 230ug/kg, respectively.
The use of anticonvulsivants such as diazepam (10 mg/kg; i.m.) and
fenobarbital (50 mg/kg; i.m.) in the rats before the use toxin (500 pg/kg),
blocked the convulsions but not the death of these animais. The
electrencephalographic recordings confirmed the convulsions of these
animais injected with the toxin. It was determined two intem sequences
(LEU-LYS-PRO-GLY-ILE-ALA-THR-ASP-GLU-LEU-HIS) and
[GLU (GLY)-HIS-PRO-GLU-ASP-ALA-LEU-HIS-TYR (VAL-
TYR, ASP] and a N-terminal (ASP-ALA-GLU-HIS-HIS-PRO-
ARG-GLN-ILE-GLY-GLU-ILE-LEU-VAL-LEU-ILE-GLY-GLU-
ARG-TYR). The data show that, until this date, a-leptoxin was one of
the most potent animal toxins known and that it was first the proteic

neurotoxin from amphibian skin with its partial sequence determined.



LISTA DE ABREVIACOES

Ach - Acetilcolina

ALA - Alanina

AMPc - Adenosina ciclica 3,5 monofosfato
ARG - Argmina

ASP - Aspartato

BSA - Albumina bovina

Can - Célcio

CI" - Cloro

CTX - Cortex

DES0 — Dose efetiva

DL50-Dose letal

DNA - Acido desoxirribonucléico
e.v. — Endovenosa

EEG - Eletroencefalografia
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OBSERVAGCAOQO: As abreviaturas e simbolos utilizados neste trabalho e que
ndo constam desta relacdo, encontra-se descritas como convenc¢des adotadas.



RESUMO

A espécie Leptodactylus pentadactylus ¢ um anfibio da ordem anura,
pertencente ao género Leptodactylus encontrada na |[ndia, América do
Norte e do Sul. Da sua pele foi extraida uma toxina por cromatografia de
troca-idbnica em DEAE-Celulose, com atividade bioldgica convulsivante
em ratos e camundongos por via endovenosa (e.v.), identificada na
fracdo eluida com 100 mM de NaCl, que apos a liofilizacdo foi
armazenada a -25 °C, sob a forma de p6 granular de coloracdo
amarelada. A pureza desta toxina, foi evidenciada em eletroforese a 6%
sem SDS, onde foi revelada uma banda Unica protéica, em presenca de
SDS a 6%, apresentou também uma Gnica banda majoritaria de peso
molecular (PM) aproximado de 65 KD. A determinacédo da concentracao
de proteina do veneno bruto, apresentou um rendimento bruto médio
(RB) a partir de Ig de veneno liofilizado de cerca de 2,59 mg da toxina
purificada, ou seja, 0, 26 % (p:p). Esta proteina diante do aquecimento e
tratamento proteolitico com tripsina e quimotripsina, sofreu inativacéo.

Em teste de toxicidade aguda em camundongos machos, a DL50 e DE50



encontrada foram respectivamente 560 + 128 pg/kg e 230 + 109 pg/kg.
Os estudos comportamentais realizados tanto em ratos como em
camundongos na dose de 500 pg/kg (e.v), com a toxina, mostraram
alteragbes como saltos, aumento da atividade locomotora,
cambaleamento, defecacdo, comportamento exploratério, tremores da
mandibula, convulsdo ténico-clénico, seguida por morte. Estes efeitos
foram também observados com o uso de anticonvulsivantes como
diazepam (10 mg/kg; i.m.) e fenobarbital (50 mg/kg; i.m.) nos ratos antes
da administracdo da toxina. Estes fatos foram evidenciados nos registros
encefalograficos quando os animais receberam a toxina e o0s
anticonvulsivantes. Foram identificadas duas sequiéncias internas |
(LEU-LYS-PRO-GLY-ILE-ALA-THR-ASP-GLU-LEU-HIS) e D
[GLU(GLY),ffIS"ROAjLU-ASP-ALA-d " IMIIS-1YR(VAL)-TYR-ASP} e
uma sequéncia N-terminal (ASP-ALA-GLU-HIS-HIS-PRO-ARG-
GLN-ILE-GLY-GLU-ILE-LEU-VAL-LEU-ILE-GLY-GLU-ARG-
TYR). Em relacdo aos indices de hidrofobicidade apresentados foi
observado que a seqéncia interna Il é a mais hidrofébica. Estes dados
mostram que até a presente data a a-leptoxina é uma das mais potentes
toxinas animais conhecidas e, a primeira neurotoxina protéica da pele de

anfibios purificada e com a sequéncia parcial determinada.
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1 INTRODUCAO

Uma ligeira avaliagcdo na historia referente a evolugdo das espécies
mostra que os anfibios constituem, bem provavelmente, os primeiros
Tetrapodas terrestres derivados de um ancestral com caracteristicas
semelhantes aos peixes 0sseos, que no periodo devoniano ha quase
guatro milhdes de anos, sairam do mar a procura de alimento e acabaram
conquistando o ambiente terrestre. Neste cenario, gradativas adaptacoes
foram sendo desenvolvidas, subestabelecendo acontecimentos de
incomensuraveis grandezas para a historia natural e evolucéo
filogenética dos animais terrestres (Santos, 1955, Forey, 1984, Storer e
al., 1984, Lazarus & Attila, 1993).

A classe dos anfibios é constituida de trés ordens, de acordo com
a classificacdo de Nobre (1931). A primeira, Gimnofionios
(Gmnophiona), chamados também por apodos, estad representada por
animais sem membros, com aspecto vermiforme e de vida subterranea.
Alguns dos seus representantes podem apresentar-se por vezes cegos,

sendo entdo denominados por minhocdo ou cobra-cega. As segundas,

1 SANTOS, E . Anfibios e répteis do Brasil (vida e costumes) 2. Ed. Rio de Janeiro:F. Briguiet& Cia, 1955. 262 p.
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representadas pelo caudata ou urodelo, sdo aqueles que contém cauda,
alem de quatro patas (raramente duas), corpo alongado com formato
anguiliforme (peixes apodes da familia Malacopterigios). Deste altimo
grupo, encontram-se 165 espécies que sdo popularmente conhecidas
como tritbes e salamandras, existindo apenas uma U(nica espécie
representante deste grupo no Brasil. Na terceira ordem conhecida como
anura, estdo os batraquios ou salientia. Estes animais sdo de corpo
curto, troncudo, provido de quatro membros, onde 0s posteriores sdo
geralmente mais longos. Todos os membros desse grupo parecem ser
desprovidos de branquias e cauda, assim que atingem a fase final da
metamorfose. Em certas espécies desse grupo ndo sdo visualizados os
dentes e em outras a lingua. A ordem anura é a mais rica em diversidade
e numero de espécies, com aproximadamente 1.200 espécies
conhecidas, representadas pelas ras, sapos e pererecas (Santos, 1955).
Considerados verdadeiros fosseis vivos, estes organismos guardam
ainda algumas caracteristicas herdadas dos seus ancestrais. Podem ser
encontrados numa ampla variedade de ambientes, podendo inclusive
alojar-se entre as raizes proeminentes das arvores. Sdo geralmente
cosmopolitas e distribuem-se em todos 0s continentes, com excecdo das
regides articas e antarticas (Santos, 1955, Storer et al., 1984, Clarke,
1997). Alguns destes organismos resistentes a baixas temperaturas,
apresentam formas de reproducdo, compativeis com a necessidade de
adaptacdo dos o6rgdos, como também das funcbes fisioldgicas a esta
condicdo climatica; particularmente, o sistema enddocrino, que tem um
papel fundamental no processo adaptativo (Fontaine, 1984, Clarke,

1997).
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No Brasil sdo tidos como batraquios os Engistomatideos, formado
por 7 géneros e 12 espécies, e os Leptodactilideos com cerca de 16
espécies. Geralmente o0s representantes destes grupos podem ser
encontrados em acudes pouco profundos, a beira de lagoas, nas aguas
estagnadas, escondidas entre as ervas das margens ou em  lugares
umidos. Durante as secas prolongadas, estes animais podem ser
encontrados em covas ou debaixo das pedras, a fim de preservar o
minimo de umidade de sua pele, protegendo-se assim da
evapotranspiracdo excessiva que os levaria fatalmente a morte (Santos,
1955).

O género Leptodactylus caracteriza-se por organismos que
apresentam artelhos (dedos) desenvolvidos os quais geralmente
terminam em discos mais ou menos definidos morfologicamente, sendo
as Ultimas falanges dispostas em forma de T (Santos, 1955). A
distribuicdo das rds deste género vai desde a regido ocidental da fndia,
até por quase todo o continente americano. A espécie L. gracilis por
exemplo, pode ser visualizada em varias regides brasileiras como nos
estados de Santa Catarina, Sao Paulo e Minas Gerais, conservando as
mesmas caracteristicas, embora com pequenas variacdes em relacdo
aguelas encontradas em outros espécimes habitantes dos paises vizinhos,
como Argentina e Uruguai. A espécie L. mystacimus, pode ser
encontrada em terra umedecida ou sobre folhas apodrecidas em muitas
regides do Brasil e no Paraguai (Santos, 1955, Izecksohn, 1976).

As espécies nativas do Brasil, como por exemplo, Leptodactylus
ocellatus, apresentam contorno ovoide, as vezes de pigmentacdo parda;
possuindo pseudo ocelos lombares, com intuito de dissimular-se através

de mimetismo, no meio em que habitam. Apresentam habito alimentar
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tipico do tipo “caca viva”, incluindo em sua dieta alimentar varios tipos
de insetos, aracnideos, etc (Santos, 1955).

Ainda sobre Leptodactylus, estudos revelaram a existéncia de
mais cinco novas especies habitantes das regides centro e sudeste do
Brasil. Destas, duas espécies em Sdo Paulo (Z. furnarius e L. jolyi), duas
em Minas Gerais (Z. cunicularius e L. camaquira’) e uma espécie
encontrada em Goias (Z tapiti). Observacdes mostraram que estes
organismos variavam entre si quanto ao tamanho, coaxar, como também
habitat (Sazima & Bokermann, 1978).

Estudos realizados com L. pentadactylus, evidenciaram que estes
animais podem variar o comportamento exploratorio em funcdo da
qualidade de luz ambiental, escolhendo habitat onde predomina a luz na
faixa espectral do azul provavelmente, prevalecendo-se desta condi¢do
para melhorarem as suas estratégias de camuflagem frente ao seu meio
ambiente. é estranho que tdo pouca observacdo exista a respeito da
especie L. pentadactylus, esta que comumente é encontrada adaptada
nos brejos da regido nordeste do Brasil (Kiecliter & Goytia, 1995).

De qualquer forma, apesar da aparéncia inofensiva, a pele dos
anfibios esconde defesas quimicas que do ponto de vista bioldgico,
ajudam na sobrevivéncia individual do espécime. Assumindo também
um carater preventivo contra infeccdo de origem bacteriana ou
microbiana (Lutz, 1966, Daly e al., 1987, Blaustein & Wake, 1995).
Estes mesmos autores acreditam que algumas destas substéncias podem
ter importante papel no comportamento sexual atrativo entre espécimes
de um mesmo grupo.

Os anfibios de maneira geral secretam substancias na sua pele o

qgual é umida, delicada, fina, rica em glandulas disseminadas por todo o
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corpo, cujo valor biolégico é indiscutivel (Lutz, 1966, Toledo, 1986,
Blaustein & Woake, 1995). Tais substéncias interferem nas funcoes
fisiolégicas como respiracdo, dessecacdo e proliferacdo de
microorganismos na superficie do corpo dos mesmos (Toledo & Jared,
1989, Clarke, 1997).

A pele que é altamente vascularizada, contém dois tipos de
glandulas mucosas e granulosas. Nestes organismos, as glandulas
mucosas que sdo extremamente hidrofilas, realizam trocas gasosas entre
a pele e o meio, do tipo facilitado, ndo descartando também o possivel
papel defensivo do muco o qual por sua natureza viscosa, dificultaria a
apreensdo dos anfibios por seus predadores (Jaussi & Kunz, 1978, Storer
e al.,, 1984, Toledo & Jared, 1989, Lazarus & Attila, 1993).

As glandulas granulosas secretam veneno, ou seja, uma secrecdo
espessa, esbranquicada, espumante e com substancias que lhes conferem
o efeito téxico (Jaussi & Kunz, 1978, Storer e al., 1984, Lazarus &
Attila, 1993). As toxinas presentes na pele sdo liberadas diante das
ameacas dos predadores, desanimando-os ou desenvolvendo atividades
citotoxicas que podem causar até a morte dos seus agressores (Jaussi &
Kunz, 1978). Na secrecdo granular ja foram encontrados compostos
altamente toxicos das mais diferentes categorias, entre eles peptideos,
proteinas, derivados guanidinicos, aminas biogénicas, esterdides,
alcaldides e outros (Quay, 1972, Storer et al, 1984, Daly et al. 1987,
Lazarus & Attila, 1993, Daly, 1995).

Muitas investidas foram feitas no estudo da pele dos anfibios, as
primeiras datando de 1917 onde Fluiy, relatou que os efeitos das
secrecdes da pele nos animais poderiam ser evidenciados tanto in vivo

guanto in vitro. Mais tarde, novas descobertas sobre os peptideos
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bioativos, originarios da pele de anfibios, foram evidenciados em pelo
menos cem espéecies no mundo todo (Daly et ah, 1987). Os estudos
prosseguiram com Ersparmer’s (1971) a partir da pele de sapo e de
glandulas de polvo, onde uma substancia similar a serotonina encontrada
em mamiferos, as enteraminas, influenciaram a busca de novos
compostos como a fisaemina de Physalaemus fuscumaculatus (uma ra
argentina) e bradicinina de Phyllomedusa e Rana. Foi identificado
também um polipeptideo hemoliticamente ativo de Bombina variegata e
outros como histionicotoxina, gefirotoxina, pulmiliotoxina A e B,
tetrodotoxina, batracotoxina sendo este altimo, um potente alcalGide
usado nas flechas dos indios colombianos. A epibatidina extraida da pele
de Epipedobates tricolor tem efeito semelhante a morfina, parecendo ser
até duzentas vezes mais potente que a mesma (Lazarus & Attila, 1993,
Kellar, 1995).

Os anfibios podem produzir uma ampla diversidade de toxinas as
qguais podem atuar sobre uma grande variedade de  estruturas
moleculares, incluindo diferentes canais ionicos e enzimas, podendo
promover o bloqueio de algumas vias fisiolégicas importantes de presas
e/ou predadores, imobilizando-os rapidamente, podendo leva-los a morte
(Jaeger & Gergits, 1979, Solé-Cava & Kelocom, 1988, Servent et al,
1991).

1.1 VISAO GERAL SOBRE AS TOXINAS

Pesquisas toxicolégicas com produtos naturais vém sendo

intensificadas nos ultimos anos. Numerosos compostos de valiosa acao
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bioldgica tém recebido bastante atencdo, tanto em animais como em
vegetais.

Substancias venenosas ocorrem com freqiéncia na natureza,
principalmente nos vegetais, que sujeitos ao ataque dos predadores,
produzem substancias aleloquimicas, prestando-se como defesa contra
herbivoros. As plantas contém uma diversidade de substadncias como
terpenos, alcaloides, esteroides, saponinas, metabdlitos secundarios,
flavonas, resinas, que desempenham importante papel neste mecanismo
(Swain, 1977, Gottlieb, 1987, Daly, 1995).

Em animais, os venenos também funcionam como substancias
toxicas e podem ser originados de celenterados, moluscos, artropodes,
destacando insetos, aranhas, escorpides. Cobras, peixes, anfibios como
também bactérias, dinoflagelados além de outros microorganismos,
podem produzir toxinas (Solé-Cava & Kelocom, 1988, Daly, 1995,
Hopkins et al., 1997, Asakawa et al., 1997).

Entre os animais mais estudados, as cobras e escorpides
mereceram maiores destaques dados sua importancia nos casos de
acidentes com animais peconhentos. Varias toxinas das serpentes tém
gualidades incomuns auxiliando na digestdo das presas, as diversas
enzimas tém caracteristicas e em relagdo ao substrato disponivel,
atividades diferentes (Zeller, 1951, Villela et al., 1966, Mahler &
Cordes, 1966, Ménez, 1987).

Das serpentes sabe-se que a proporcdo e as caracteristicas
especificas da composicdo do seu veneno, rico em substancias
farmacologicamente ativas, sdo diferentes entre si, contribuindo na
abundancia das acOes, quando liberadas durante o processo de

envenenamento (Martins, 1997, Havt, 1999).
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Dos escorpides, o0 veneno de muitas espécies foi bastante
Investigado, tanto em sua composi¢do, modo de acdo como quanto a
reacdo nociva. Da espécie Tityus trivittatus charreyroni, foram
identificadas 6 produtos de secrecdo do qual, dois eram de natureza
comum aos mucopolissacarideos; outros eram acidos, ou de natureza
protéica (Danni et al, 1976).

Registros também existem sobre as secrecdes defensivas
origindrios de invertebrados marinhos; composta geralmente de
sapogeninas terpendides e esterdides, TTX, além de uma variedade de
toxinas do tipo poliéter alcaldides (Solé-Cava & Kelocom, 1988,
Servent et al.,, 1991, Daly, 1995). Nos vertebrados e invertebrados
terrestres, estas substancias biologicas acima descritos também podem
ter um papel protetor (Toledo, 1986, Daly, 1995).

A pele dos anfibios com as diversas substancias nela presentes, é
tida como mais nociva do que téxica, no entanto, passa a ser considerada
venenosa, quando em altas dosagens (Daly, 1995). Salamandras e sapos
sdo enquadrados como nocivos a séculos e hoje ja se sabe o perigo que
as secrecdes por eles produzidas representa além do valor filogenético
incontestavel (Daly, 1995).

Os anfibios ao contrario da maioria dos vertebrados, tém aspectos
desagradaveis, ndo despertando nenhuma simpatia e causando até
repugnancia naqueles que os admiram (Santos, 1955). Sua conformacéo
anti-estética e seu corpo recoberto de excrescéncia postulosas, expele
liguidos defensivos levando-os a um total desinteresse por parte dos
espectadores da natureza (Santos, 1955).

A investigacdo desde o habitat & natureza quimica destes animais,

permitiu descobrir a dindmica pela vida escondida nos mais amplos
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ecossistemas, revelando a verdadeira riqueza defensiva e de grande valor

cientifico.

1.2 TOXINAS NOS ANFIBIOS

Dados publicados sobre as glandulas da pele nos vertebrados vém
sendo investigados ha décadas. A posicdo anatdmica precisa no dorso
dos animais, guarda caracteristicas citogenética, fisiologica e
filogenética de grande significancia (Quay, 1972)

Um dos representantes desta classe sdo aqueles pertencentes a
ordem urodela, conhecidos como salamandras e tritdes. Sua secregao
apresenta um componente guanidinico de elevada toxicidade, TTX e
alcaloides esterdides, como a samandarina (Toledo & Jared, 1989).

O género das salamandras apresenta um carater em comum que € a
presenca de alcaldides na familia Cryptbranchidae, é o alcalbide
cryptbranchus (Daly e al., 1986). Secre¢bes nocivas foram identificadas
em outros géneros das salamandras como Ambystoma, Ryacosiredon,
Amphiuma, Eurycea, Plehodon, Notophtalmus, Taricha, Triturus (Daly,
1987).

A TTX e compostos correlatos, foram achados nos ovos de
algumas espécies de salamandras e rds. Em Taricha a TTX esta presente
nos ovarios, musculos e sangue. Este género que se distribui na Europa,
Asia e América do Norte, mas especificamente, na Califérnia (Mosher et
al., 1964, Kao, 1966, Wakely et al., 1966).

O historico sobre a TTX mostra que ela é produzida também nos
orgdos internos dos peixes sopradores dos mares do sul da China e

particularmente no Japdo. Conhecidos vulgarmente como fugu, diante de
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uma ameacga, estes transformam-se numa esfera espinhosa que agridem
agueles que os molestam (Kao, 1966, Catterall, 1988, Miller, 1989).

Comenta-se que a ingestdo do peixe sem o devido preparo causa
entorpecimento e formigamento dos labios, lingua e mucosa bucal, e
outras regides que com ela mantiverem contato (Toledo & Jared, 1989).
A sintomatologia se acentua nos pacientes examinados que assumem a
forma paralisada, seus olhos tomam-se fixos numa direcdo, a respiracao
dificil acompanhada da dilatacdo das narinas, face péalida, labio pélido,
distUrbios gastrointestinais, perda da consciéncia e pulso (Kao, 1966).

Estudos ao nivel celular foram realizados enfocando a acdo da
TTX nos tecidos, bloqueando a conducdo do impulso nervoso. Sua
eficiéncia no bloqueio é bastante superior ao da cocaina, pois nao
permanece em contato com o tecido referido (Toledo & Jared, 1989).

Catterall (1988), relata que este composto € um dos mais potentes
e seletivos agentes que atuam nos canais de sédio (Nat) sensiveis a
voltagem, de tecidos excitdveis. Os derivados guanidinicos
heterocicliclos na TTX, agem especificamente como inibidores do
transporte de ions nestes canais. E estes ao penetrarem nas ceélulas se
alojam ficando o restante da molécula realizando bloqueio externo,
associando-se ou dissociando-se independentemente do canal estar ou
nao aberto (Catterall, 1988, Miller, 1989).

As toxinas ndo proteicas receberam maior atencdo dos quimicos
dada sua acédo letal. A TTX foi uma das mais investigadas (Solé-Cava &
Kelocom, 1988). A letalidade desta toxina foi evidenciada no homem,
cdes, gatos, porcos, passaros e outras espécies, cuja DL50 estimada

graficamente em camundongos foi de 10 pg/kg, e em cdes foi de 0,3

po/kg, intravenosamente ou 0,7 pg/kg subcutaneamente ou
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intramuscularmente. Estudos realizados com cianeto de Nat+ mostraram
uma DL50 de 10 mg/kg, em termos comparativos a toxina é 1,250 vezes
mais letal em camundongos que 0 cianeto (Kao, 1966, Toledo & Jared,
1989).

Como significado de evolucdo convergente, a referida toxina é
produzida também por salamandras venenosas que causa
enfraguecimento dos mdusculos voluntarios, inibicdo da secrecdo de
acido gastrico, hipotensdo, toxicidade nos sistemas neuromuscular,
cardiovascular e respiratério. Distingue-se trés tipos samandarina,
samandarona e samandaridina, onde esta Ultima em doses letais, leva a
paralisia respiratoria e morte sem lesdo cardiaca, convulsdo, hipertenséo
e funciona como anestésico local (Catterall, 1988, Miller, 1989, Toledo
& Jared, 1989).

O estudo das respostas antipredatorias dos anfibios vem sendo
muito investigado nas salamandras, ndo somente do ponto de vista
farmacoldgico e fisioldgico, mais também comportamental que contribui
indiretamente na compreensdo destas respostas. A secrecdo cutanea da
familia Plethodontidae, além da alta toxicidade tem também funcéo
adesiva contra o inimigo. SituacOes experimentais simulando o ataque de
pequenas serpentes Thamnophis ingerindo salamandras Batrachoseps,
revelaram que as serpentes tomaram-se imobilizadas com esta secrecao.
O corpo do animal ficou todo revestido, permanecendo colado, e
paralelamente a isto ocorreu penetracdo da substéncia na boca, 0s
movimentos do predador foram atingidos, e a presa tomou-se assim um
alvo inatingivel (Amold, 1982).

As literaturas apontam que estes compostos presentes nas

salamandras, servem para protegé-las e sdo encontrados na cauda de
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alguns espéecimes (Kao, 1966, Daly et al., 1987). Outro fator relevante é
o brilho tipico evidente, ndo somente nelas, mas na maioria dos animais,
gue sdo detectados pelo predador como uma visualizacdo da coloracédo
aposematica, funcionando como alerta de perigo que estes representam
ou fingem representar, livrando-os de um possivel ataque. Vale ressaltar
gue sua intensidade depende da dieta por eles adotados, esta variacao
tem uma relacdo direta com a estacdo, determinando a concentracdo de
acordo com a necessidade e estado de maturacdo (Brandon & Huheey,
1981, Daly et al., 1987, Lazarus & Attila, 1993).

Na ordem anuras, numerosas foram as pesquisas realizadas,
listando desde a reproducdo até mentiras e exageros (Santos, 1955). Da
sua pele, sabe-se da riqueza da sua constituicdo e poder bioldgico por ela
exercida (Clarke, 1997). A origem e funcdo dos venenos e substancias
nocivas em anfibios sdo até entdo pouco conhecidas (Daly, 1995).

Toledo & Jared (1989), referem-se que a maior concentracao de
substancia esta na pele, contudo, no sangue e nos ovarios estas sao
encontradas em menor proporcdo. Relatam ainda que o veneno €
formado de esterdides e aminas biogénicas, e algumas espécies podem
apresentar mucopolissacarideos &cidos e &cido ascérbico. Mas tarde,
Daly (1995), discriminou em seu trabalho, que as aminas seriam
serotonina, histamina e tiramina e seus derivados, detectados tanto em
rads com em sapos.

As secrecOes de tais substéncias sdo produzidas desde as
glandulas parotoides os quais sdo em sua maioria longas e finas
saliéncias, dispostas ao longo da margem dorso-lateral do animal por

tras dos olhos. Até as outras glandulas disseminadas sobre o corpo
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tendem a se localizar e formar massas em certos pontos (Santos, 1955,
Lutz, 1966, Chen & Kovarikova, 1967, Toledo & Jared, 1989).

Varios estudos foram realizados por Vital Brasil e J. Vellard os
guais verificaram no veneno de sapos do género Bufo semelhancas entre
si, mas que diferia do veneno das cobras. Segundo eles todos os animais
eram sensiveis a acdo do veneno até mesmo 0 sapo que ndo resistiu
guando recebeu uma dose 200 a 300 vezes menor do que fornece
(Santos, 1955). O veneno penetra nas mucosas agindo rapidamente,
levando a uma série de desordens, agitacdo, nauseas, vOmitos,
hipersecrecdo, paralisia entrecortada de convulsdo tbnico e morte.
Ressalta ainda o autor que o0 envenenamento s6 ocorre por via oral ou
por meio das mucosas.

H& indicacbes também que os chineses usavam 0 veneno
preparado de sapo, Chu’an su, no combate a sinusite, dor-de-dente e
inflamacOes locais. Sobre seu sangue, foi publicado no livro “De
Venenis” na Europa, que este poderia ser usado no tratamento de
dificuldade respiratéria (Chen & Kovarikova, 1967).

Dos sapos comuns na Europa, foram isoladas substéncias
farmacologicamente ativas (Chen & Korarikova, 1967). De Bufo
marinus, Abel & Macht apud Chen & Korarikova (1967), isolaram
bufagina e epinefrina, em seguida de B. bufo bufo, Wieland & Weil
opus citatum isolaram bufotalina e bufotoxina e do “Chu’an su”, Chen et
al. ibidem, isolaram cinobufagina e cinobufotoxina, que segundo Meyer
opus citatum, detectou neste composto a presenca de substancias
cardioativas.

Os esterdides cardioativos despertam interesse dos pesquisadores

que os classificaram em cardiotbnicos e ndo cardioténicos. O efeito
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cardiotonico foi evidenciado nas bufogeninas ou bufaginas e
bufadiendlides e nas bufotoxinas, o qual foram detectadas em maior
concentracdes. Os esterdides ndo cardiotdnicos encontrados no veneno
foram colesterol y-sitosterol e ergosterol (Chen & Kovarikova, 1967,
Toledo & Jared, 1989).

Alguns dos principais esterdides cardiotoxicos foram identificados
nos venenos de Bufo, como arebufogenina (B. arenurun, B. crucifer, B.
ictericus), bufalina (B. parcamente), bufotalina (B, bufo),
gamabufotoxina (B. formosus), marinobufigenina (B. crucifer, B.
ictericus, B. marinus), vulgarobufotoxina (B. bufo), dentre outros
(Toledo & Jared, 1989).

As estruturas quimicas das diversas bufaginas diferem de uma
para outra e sua atividade sobre o coracdo é variavel. Dentre as toxinas
estudadas, algumas mostraram DL50 de extrema poténcia em ensaios
feitos em gatos, cujas medias calculadas foram para arenobufagina 0,08
+0,01, bufotalina 0,13 + 0,01, cinofagina 0,20 = 0,02, marinobufagina
1,49 = 0,09, acetilbufotalina 0,60 = 0,00, viridobufagina 0,11 *+ 0,01
mg/kg e outras. As bufaginas no coragdo sdo menos cumulativas que a
digitoxina. Ac0Oes cardiotdnicas semelhantes que os glicosideos
cardiacos exercem no tecidos respiratorios, metabolismo dos
carboidratos, equilibrio ibnico, proteinas contrateis, podem ser aplicaveis
a elas. Experimentos em ras tratadas com as cinobufaginas, mostraram
inquietacdo e convulsdes, talvez originadas da medula espinhal (Chen &
Kovarikova, 1967).

Em estudos neurologicos também com gatos, foram observadas
convulsdes em presenca de acetil cinobufagina, marinobufagina,

derivado acetil e bufotalina (Chen & Kovarikova, 1967). O outro grupo,
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as bufotoxinas tém acado central sobre o coracdo assemelhando-se aos
glicosideos cardiacos e bufaginas, entretanto de poténcia menor (Chen &
Kovarikova, 1967, Toledo & Jared, 1989).

Baseando-se nas investigacdes sobre o veneno de sapos, as aminas
biogénicas igualmente presentes neles, sdo derivados feniletilaminicos e
triptaminicos (Toledo & Jared, 1989). Em B. marinus, foi evidenciado
que este seria fonte extramedular de wuma potente amina
simpatomimeética em grandes quantidades nas glandulas parétidas,
conhecida como epinefrina e também por sua acdo vasopressora (Chen
& Kovarikova, 1967). Apesar de nem todas as espécies produzi-las, no
género Bufo, sdo achadas também em B. bufo gargarizans, B. regularis,
B. arenarun, B. formosus, B. blombergi e B. peltocephalus nesta
glandula (Chen & Kovarikova, 1967). Sobre o organismo tem efeito
espasmaodico, emético e convulsivante em doses elevadas e no homem
causa hemorragias cerebrais e arritmias cardiacas (Toledo & Jared,
1989).

Outra amina também foi descoberta em B. marinus sob condicdes
experimentais chamada de norepinefrina; Esta foi ensaida na pressao
arterial de ratos, no estudo com membrana nictante e na extracdo
cromatografica, onde foi obtida cerca de 2-5 % de matéria (Chen &
Kovarikova, 1967).

Além de catecolaminas nos anfibios, outros compostos como
indoleaquilaminas foram identificadas (Ersparmer, 1971). Estas foram
divididas em trés grandes grupos de aminas aromaticas, as
indolealquilaminas na maioria das espécies e derivados N-metilados,
incluindo bufotenina e bufotenidina presentes nas salamandras, ras e

sapos; imidiazolealquilaminas e histamina, visto somente em
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leptodactylide e rds hylide e hidroxifenilalquilaminas abrangendo
lepodactylina das ras lepodactylide (Méarki & Witkop, '1963, Clarke,
1997).

Derivados de indolaquilamina entre eles bufoteninas, O-
meilbufotenina, bufoviridina, bufotionina e deidrobufotenina, tém
propriedades alucindgenas e hipertensivas vasoconstrictora e por vezes
convulsivantes (Clarke, 1997). Uma particularidade de uma destas
propriedades referidas e unicamente isolada de B. alvarius, encontra-se
concentrada nas glandulas parotéides e coxais, que € a substancia
alucinégena, O-metilbufotenina (Ersparmer et al., 1967).

Em B. bufo e B. viridis, os mucopolissacarideos foram revelados
através de ensaios bioquimicos das glandulas parotdides. Sulfatos de
condroitina A e C, estdo presentes em B. bufo e B. viridis
respectivamente e foi proposto que sua viscosidade poderia interferir no
processo de retencdo de agua na secrecdo. Neles e em Rana esculenta,
Triturus cristatus e Salamandra maculosa, identificou-se catalase com
comparavel envolvimento no metabolismo do veneno (Toledo & Jared,
1989).

A importancia farmacoldgica e bioquimica de outras espécies tem
denotado substancia de altissima toxicidade. A familia Dendrobatidae é
abundante em alcaldides esterdides (Toledo & Jared, 1989).

O menosprezo por parte dos descrentes e o0 respeito por parte dos
habitantes das florestas , fizeram com que os indios do Choc6é na
Colémbia fossem em busca da ra kokoi, Phyllobates bicolor para a caca.
Os indios daquela regido na realidade haviam encontrado um potente
alcaloide que causava dor picante, se em contato com as maos,

despertando o interesse deles que procuraram ter acesso a essa secrecao
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por meios das plantas locais e assim, empregavam-nas nas pontas das
flechas para o envenenamento (Mérki & Witkop, 1963). Esta secrecdo
leitosa e abundante, jorra especificamente das suas costas e seu efeito em
camundongos, ras e coelhos é paralisacdo dos musculos, sistema nervoso
central, atingindo mais o centro respiratorio e coracdo (Marki & Witkop,
1963).

A toxicidade desse alcaldide em coelhos ou rés é quase 100 vezes
mais sensivel que em camundongos, e em ras e sapos esta letalidade foi
evidenciada somente em doses altas. Em camundongos a dose letal foi
perto de 10-15 mg/kg, em coelhos 0,1 mg/kg e sapos ou rds acima de
200 mg/kg, cujo valor da DL50 do extrato bruto encontrada em
camundongos, foi de 570 = 40 pg/kg subcutaneamente e 2,7 = 0,2 pg/kg
por via endovenosa em ratos (Marki & Witkop, 1963). O contato com
pequenas quantidades do veneno de Phyllobates terribilis com a face, da
impressdo de queimadura consequente da penetracdo da toxina nos
foliculos pilosos, sendo considerada uma das mais violentas ja
conhecidas (Toledo & Jared, 1989).

A familia Dendrobatidae ¢ uma das mais mencionadas por sua
toxicidade. A espéecie Dendrobates auratus prestou-se como alimento da
serpente Thamnophis sirtatis, e aproximadamente 89,6 % delas néo
foram ingeridas, enquanto de B. americanus sobreviveu somente 3,4 %
da populagdo. O veneno de D. auratus causou na serpente convulsao,
perda do equilibrio e enrolamento do corpo, e com a outra espécie citada
nada foi constatado (Toledo & Jared, 1989, Daly etal., 1994).

Os dados sobre o extrato da pele de D. auratus, mostrou trés
diferentes classes de alcaloides nas espécies estudadas nas regides da

Ameérica Central (Daly et al., 1992). Umas partes da populacdo de



Anjos, F.B.R. Purificacéo e estudos farmacoldgicos de uma nova NeUrotOXiNg...........coceeueerueeereunmeenieenieennens 38

aminas pesquisadas continham os alcaldides histrionicotoxinas,
pumiliotoxina-A e decahidroquinolinas, a segunda; histrionicotoxinas,
pumiliotoxina-A e uma indolizidina e a terceira, histrionicotoxina,
homopumiliotoxina, uma decahidroquinolina, e uma variedade de
indolizidinas e pirrolizidinas, e isto talvez seja resultado de fatores
genéticos, ambientais, determinantes alimentares, simbiose com
microorganismos os quais tracam o perfil dos alcaldides (Daly et al.,
1992).

Em experimentos realizados com espécies D. aurarus em
cativeiro, foi evidenciado a auséncia da producdo de alcaldides. Com a
finalizacdo dos ensaios, conclui-se que fatores ambientais sdo essenciais
para o acimulo de alcal6ides e mesmo com variados tratamentos com 0s
mesmos, ndo resultou em aumento dos niveis de alcaldides (Daly et al.,
1994). Cerca de 300 alcaldides foram examinados e caracterizados no
extrato de Dendrobates, representando 18 classes estruturais, e varias
classes continuam desconhecidas. A auséncia de alcaldides foi detectada
também nos géneros Epipedobates e Phyllobates, quando em cativeiro
(Daly, 1995).

A classe da pumiliotoxina-A, freqlientemente encontrada na pele
de todos os anfibios que tém  alcaloides lipofilicos exceto nas
salamandras que apresentam unicamente samandarinas. Estas classes de
alcal6ides contém toxinas ativas com acdo nos canais de Nat e
possivelmente calcio (Ca +). propiciando defesa contra o predador (Daly,
1995).

Do género Dendrobates, as pumilotoxinas, histrionicotoxinas e as
gefirotoxinas sdo alcaldides piperidinicos que operam em um canal

associado ao receptor para acetilcolina (Ach) na juncdo neuromuscular,
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que situada na membrana celular do musculo abre, possibilitando a
entrada de Na+ e potassio (K), no ato do acoplamento da Ach com o
receptor. Para as histrionicotoxinas e gefirotoxinas, a acdo constatada foi
de bloqueio da passagem dos ions, em associagdo com o canal e o
receptor da Ach, ndo havendo assim contracdo muscular (Toledo &
Jared, 1989). Quanto a pumiliotoxina-B, esta age talvez sobre os canais
facilitando a saida de ions Ca” do reticulo endoplasmatico e retardando
a sua recuperacdo para a organela, tomando a contracdo muscular
intensificada e prolongada (Toledo & Jared, 1989).

As atividades farmacolégicas do extrato de Pseudophryne
coriacea, uma espécie nativa da Australia, confirmou mais uma vez a
acdo do alcaldide no sistema cardiovascular. Evidéncias experimentais
mostraram que na pressao arterial e no coracdo de coelhos, os efeitos
foram do tipo dose dependente. A hipotensdo indicou ter um
componente colinergico envolvido, devido a sua inibi¢cdo por atropina e
0 motivo da ndo elevacdo da pressdo arterial, talvez tenham alguma
relacio com catecolaminas liberadas pelos terminais nervosos
adrenérgicos da vasculatura (Severini et al., 1992). Essa ra produziu no
coracdo uma série de desordens no ritmo, cuja implicacdo pode se dever
tanto a liberacdo da Ach, quanto do efeito direto sobre o miocéardio e
todas essas acOes talvez se devam ao envolvimento resultantes do
mecanismo da toxina, envolvendo direto e indireto dos canais de Nat
(Severini et al., 1992).

O género Dendrobates desponta como possuidor de uma grande
diversidade de alcaldides na pele, assim como em outras familias estes
foram também identificados na secrecdo cuténea, destacando-se entao as

especies Melanophryniscus moreirae, Pseudophryne semimarmorata e
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Mantella aurantiaca, espécies da familia Bufonidae, Myobatrachidae e
Ranidae, também em seu veneno foi identificado pumiliotoxina (Toledo
& Jared, 1989).

Pertencente a este grupo a batracotoxina, um alcal6ide de anfibios,
gue provoca aumento da liberacdo espontanea do transmissor, contracdo
muscular em preparacdes neuromusculares e estimulacdo da producao de
adenosina ciclica 3,5 monofosfato (AMPc) no cérebro, mostrou existir
uma ligacdo destas acOes com a despolarizacdo da membrana celular,
gracas ao aumento da permeabilidade das membranas excitaveis aos ions
Nat (Narahashi, 1974, Toledo & Jared, 1989). Esta toxina tem acgéo
intensa nos  tecidos cardiacos, muscular e neural, onde
experimentalmente mostrou-se competente em alterar a ativacdo e
inativacdo do canal de Nat, ligando-se em seu sitio receptor,
repercutindo no animal sobre a forma de dispnéia, perturbacbes na
coordenacdo e no equilibrio do animal, convulsdo clénico e arritmias
cardiacas (Albuquerque et al., 1971, Catterall, 1980, Toledo & Jared,
1989).

Em outras familias de anuros também foram encontradas essas
aminas biogénicas na pele, como nas espécies da familia Leptodactidae
que apresentam serotonina, histamina, leptodactilina (Toledo & Jared,
1989). Num estudo sistematico das aminas biogénicas ativas no extrato
de Leptodactylus pentadactylus labyrinthicus coletada em Missbes na
Argentina, foram encontradas grandes quantidades de histamina e
iImidazolealquilamina foram detectadas (Erspamer et al., 1963). Em
cromatografias do  extrato de Leptodactylus, foram identificadas
Imidazolealquilaminas como histamina; 4 (2-metilaminoetil)-imidazole;

4 (2-dimetilaminoetil)-imidazola; , 4,5,6,7- tetrahidroimidazo-[5,4, -c]
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piridina e 6-metil-4,5,6,7-tetrahidroimidazo-[5, 4,-c] piridina (Erspamer
et al.,, 1963). Estudos com histamina, N’metilhistamina e N'N’-
dimetilhistamina, apresentaram um potente efeito no ileo de cobaia, e em
andlise quantitativa feita com cinco espécimes capturadas em setembro
de 1961, foi evidenciado que o contetdo de imidazolealquilaminas na
pele seca foi histamina 360-400, N’metilhistamina 250-300, N’N’-
dimetilhistamina, 100-200, espinaceamina 60-70, 6-metilespinaceamina
200-220 Ltg de base livre/g de tecido seco (Erspamer et al., 1963).

Investigacbes com espécimes do género Rana, mostraram que
havia uma maior concentracdo de serotonina na pele daqueles que
tinham hébito semiterrestre e terrestre, isto quando comparada com
espécies aquaticas que tinham poucas ou nenhumas serotonina. A razao
disto poderia estar vinculada ao tipo de vida destes animais, pois aqueles
terrestres estariam mais susceptiveis a acdo dos predadores do que os
aquaticos, que estariam naturalmente protegidos devido ao meio onde
vivem, enfatizando o papel defensivo da serotonina (Toledo & Jared,
1989).

Em linhas gerais muitas destas aminas encontradas em anuros nao
Bufonidae, apresentam atividades farmacoldgicas e sdo bastantes
conhecidas como leptodactilina que blogueiam a transmissdo sinaptica
neuromuscular, com efeitos semelhantes ao curare; histamina com agéo
hipotensora e provoca relaxamento nos muasculos dos vasos sanguineos
mais delgados, contracdo da musculatura liso dos brénquios e intestino,
e aumento da permeabilidade vascular, sdo estimulante das secrecbes
biliar e géastrica. Mas, em oposicdo a isto, em animais roedores e
coelhos, esta assume uma acgdo constritora nos sanguineos maiores. A

contracdo toma-se intensa nos musculos atrial e ventricular intervindo
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no fluxo do Ca'\ podendo ligar-se aos receptores que participam da
ativacdo da bomba protonica nas membranas das células parietais do
estbmago, e também participar nas reagbes de hipersensibilidade,
impulsos sensorias cutaneos que provocam prurido e dor (Toledo &
Jared, 1989).

Os alcalbides elaborados pelos anfibios representam defesas
guimicas que teriam alguma relacdo com as coloracdes vivas “de
aviso”, toxicidade e gosto desagradavel para predadores potenciais
(Toledo & Jared, 1989). PublicacGes mais recentes, indicaram que quase
todos estes alcaldides sdo derivados de insetos e miriapodes (Clarke,
1997).

Outro composto numeroso nos anfibios é os peptideos que podem
ser classificados em varios grupos, entretanto possuem analogias com
peptideos de diversos oOrgdos de mamiferos, servindo de guia para
investigacdo da provavel ocorréncia idéntica e similaridade molecular
nos tecidos gastrointestinais e tecidos neurais. Estes exercem papel do
tipo horménio gastrointestinal, autacéides, neurotransmissores e fatores
de liberagdo (Toledo & Jared, 1989, Bevins & Zasloff, 1990, Simmaco
et al., 1991). Dentre outros modos de acfes destacam-se também como
possuidor de atividade microbiana, hemolitica, propriedades citotoxicas,
reguladores de um receptor especifico, liberacdo de histamina in vitro e
atividade quimiotoxica que facilita a atracdo entre macrofagos (Bevins
& Zasloff, 1990, Lazarus & Attila, 1993, Daly et al., 1992).

Literaturas investigadas por Toledo & Jared (1989), listam alguns
destes peptideos, por exemplo Bombina variegata produz bombinina;
Eleutherodactylus e Leptodactylus, camosina; L. pentadactylus, Hyla

caerulea, Xenopus laevis, ceruleina, Crinia geogiana, ‘“crinia”
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angiotensina; Rana pipens, pipininas e rohdeinatensina, porém em
Phyllomedusa, P. bicolor, P. rohdei, P. sauvagei, sdo encontradas
dermofina, filoceruleina, filomedusina, filocinina, rohdei-litorina,
sauvagina, triptofilinas, etc.

Em L. pentadactylus labyrinthicus, na América do Sul e Xenopus
laevis da ,&frica do Sul, apresentaram em sua pele um polipeptideo
conhecido como caerulina, e em grupos de L. pentadactylus
labyrinthicus, estes variam de 10 a 500-600 pg/g de tecido. Caeruleina
ou caeruleina-like foram encontradas na pele de Leptodactylus, assim
como também 5-hidroxiindola alquilamina e imidazola alquilamina, e
em outras espécies deste mesmo género 5-hidroxiindola alquilamina
e caeruleina-like poderiam estar ausente. A presenca da caeruleina e
caeruleina-like, poderiam ser em funcdo da participacdo no processo
secretério da pele ou na troca de agua e eletrolitos através da pele ou
ambos (Anastasi et al., 1970, Bevins & Zasloff, 1990).

Estudos mais aprofundados com Xenopus laevis, mostraram que na
secrecdo das gléandulas dérmica e granular tinham alta concentracdo de
caeruleina que apresentaram similaridade com o peptideo gastrina-like e
colecistocinina. A liberacdo de caerulina da pele poderia ser uma
consequéncia da liberacdo, especificamente, evocada por estimulos
adrenergicos, e, que através de um mecanismo holécrino todo o
conteudo poderia ser expulso na superficie da pele, e essa sincronia
resultaria em restabelecimento do estoque do peptideo (Dockray &
Hopkins, 1975, Bevins & Zasloff, 1990).

Experimentos minuciosos com fracdes de um peptideo isolado de
Bombina variegata, mostraram tanto uma acdo antimicrobiana como

hemolitica. Nas fracfes estudadas havia um peptideo responsavel por
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estes efeitos denominado de bombinina (Simmaco et al., 1991). Neste
género ainda, da espécie B. bombina, foi isolada outro peptideo
constituido de 14 aminoacidos, designado de tetradecapeptideo,
chamado de bombesina com varios efeitos em mamiferos, como inducéo
da hipotermia, estimulo do crescimento e replicacdo do acido
desorribonucléico (DNA), estimulacdo da liberacdo de muitos
hormoénios gastrointestinais, e homologia com peptideo liberador de
gastrina de 27 aminoacidos de mamiferos (Spindel et al.,, 1990). A
altasina isolada do género Alytes da familia Discoglossidae, também um
tetradecapeptideo, que tem acdes semelhantes a outras exercidas pela
bombesina quanto ao de  provocar hipotensdo, funcionar como
estimulante da musculatura lisa do uUtero e intestino, e das secrecfes
gastrica e pancreatica (Toledo & Jared, 1989).

Na pele de Rana temporéaria, foi encontrado nonapeptideo
altamente concentrado conhecido como bradicinina, igualmente aquele
isolado do veneno da cobra Bothrops jararaca na forma pura. Esta age
reduzindo sensivelmente a pressdo sistOlica e diastolica , e devido a sua
acdo dicotdmica, por um lado causa vasodilatacdo das arteriolas
sistémicas e por outro pode gerar contracdes das grandes artérias e
maioria das veias; no musculo liso extravascular os efeitos sdo 0s mais
diversos; em utero de rata a musculatura contraiu e no duodeno relaxou
com a presenca da bradicinina (Rocha e Silva & Rothschild, 1974,
Toledo & Jared, 1989).

Outra classe de peptideo os tripeptideos foi encontrada na pele de
Rana pipiens, R. catesbeiana e Xenopus laevis que, quando comparados
com os de mamiferos, agiam como hormonio liberador da tireotrofina,

contudo de funcdo desconhecida. Ha suspeita de que estes facam parte
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daquele grupo de toxina com funcdo defensiva ou talvez atuem como
neuromodulador (Toledo & Jared, 1989). A caeruleina tida como
decapeptideo, em cées, coelhos e no homem, leva a uma hipotenséo,
como também foi visto com a fisalemina, efeitos similares na pressao
arterial de cées e coelhos. (Toledo & Jared, 1989)

Com acdo parecida aos peptideos ja citados, a hilambatina da
familia Rhacophoridae, a uperoleina que estimula o intestino grosso de
coelhos e tem acdo sialégena no rato. Um potente agente opiodide €
exercido pelas dermofinas que trazem em sua constituicdo D-alanina.
Em secrecdo de Xenopus laevis foram identificados 30 compostos, dos
quais 25 deles sdo peptideos, como as xenopsinas que aumentam o
fluxo sangliineo para as supra-renais, pancreas e ileo de cées; estimula a
eliminacéo de insulina (INS) e glucagon (Toledo & Jared, 1989).

As seguintes toxinas foram descobertas tais como zetequitoxina
com poder hipotensor, levando a arritmias e parada ventricular, tipica da
pele de Atolopus zeteki. Neste género ainda identificou-se a presenca de
TTX; chiriquitoxina nos ovos de A chiriquiensis com acdo neurotoxica.
No sudeste do Brasil, foi encontrado um composto correlato a TTX, a
efipiotoxina de Brachycephalus ephippium, farmacologicamente age
paralisando os membros posteriores de seus agressores, letargia, alteram
0 ritmo respiratorio e causa convulsdo clénica (Toledo & Jared, 1989).
Uma miscelanea de compostos foi ainda identificada na pele dos
anfibios. Um deles é a catalase isolada de Rana esculenta, acido y-
aminobutirico (GABA) em Hylambates maculatus, lectinas em X. leavis,
sendo este ultimo provavelmente téxico e com consideravel
concentracdo nas glandulas mucosas e granulares (Toledo & Jared,

1989).
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Os anfibios elaboram ainda em sua secrecdo defesas quimicas de
procedéncia protéica e como as demais substancias, exercem efeito nos
sistemas vitais daqueles que os atacam, resguardando estes animais das
intempéries do meio.

Pouco estudadas quanto ao aspecto farmacoldgico essas proteinas
em anuros foram isoladas e clonadas, como descrevem Lazarus & Attila
(1993). Eles em seu artigo iniciam a relagcdo com as proteinas granulares
(Berger & Kreil, 1989, Probst et al., 1990, Hauser & Hoffman, 1992), 0-
galactosideo ligado a lecitina (Bois et al., 1986, Marschal et al., 1992),
fator de crescimento xP2 (Hauser et al.,, 1992), enzimas hospedeiras
(Michl & Pastusyn, 1964, Mollay et al., 1986, Mizuno et al., 1987,
Ohsuye et al., 1988, Iwasaki et al., 1991), endopeptidase (Michl &
Pastuszyn, 1964, Csordads & Michl, 1969, Gibson et al.,, 1986,
Giovannini et al., 1987, de Morais Carvalho et al., 1992), expeptidases
(Michl & Pastuszyn, 1964, Csordas & Michl, 1969, Mollay et al., 1986,
Kreil, 1990).

Lazarus & Attila (1993), refere-se no mesmo artigo a uma
categoria de proteinas com efeito nocivo, estudada tanto em anuros
guanto em caudata. O primeiro trabalho realizado na década de 60,
objetivava esclarecer decisivamente a composi¢cdo da secrecdo da pele
dos anfibios da Europa especificamente na subfamilia Bufonidae.
Inicialmente foram as familias Ranidae e Discoglossidae e dessa ultima,
as especies Bombina bombina, B. variegata (Michl & Kaiser, 1963).
Devido a ampla distribuicdo neste continente de um tipo de sapo comum
na regido da Bohemia, Tchecoslovaquia, bem como a sua letalidade e

escassas informacdes a seu respeito, a espécie Pelobates fuscus foi
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objeto de estudo em 1927, quando Gessner, sob condi¢cbes experimentais
mostrou a secrecdo do animal m vitro (L&bler et al., 1968).

As investigagbes prosseguiram focalizando a hemdlise a qual
mediante aquecimento a 90° foi abolida, e também em animais de outros
géneros e nele proprio este apresentou sua poténcia letal (Labler et al.,
1968). Os ensaios continuaram com a finalidade de examinar se havia
presenca de serotonina e seus derivados na pele, e na busca da
descoberta e indicios do possivel mecanismo de acdo envolvido na
hemdlise. Essas tentativas foram frustadas, pois as mesmas estavam
ausentes no tecido cutédneo deles (Ersparmer, 1954). Sobre o veneno
desta mesma espécie, dados revelaram também sua toxicidade
demasiada em camundongos na dose de 0,02 pg/g por via endovenosa.
Tratava-se entdo, de uma proteina cujo PM era de 35,000, onde a fracdo
bruta provocou hemorragia e hemolise, descartando que seu
mecanismo toxico envolvia o sistema cardiovascular (Lébler et al.,
1968).

Mais tarde, a secrecdo cutdnea de B. variegata pachypus foi
estudada mediante a suspeita de que as proteinas existentes no veneno
poderiam apresentar atividade anti-microbiana. A comprovacdo deste
fato ocorreu quando foi testada a acdo bioldgica do veneno com Bacillus
megaterium ATCC 04/3003, B. subtilis ATCC 6633, Klebsiella
pneumoniae ATCC 10031, Staphylococus aureaaus ATCC  0209. As
cepas mais sensiveis foram S. aureaus e B. subtilis, onde a inibicdo do
crescimento foi em diluicbes de 1:8 e 1:4 respectivamente, bem como,
ocorreu inibicdo do diametro do halo com as mesmas dilui¢cBes, que se
compararam com a da penicilina G na solucdo de 4 pg/ml. Ensaios

bioquimicos revelaram que se tratava de uma proteina sensivel
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termoestavel, de baixo PM estimado em 6,700, que difere dos
peptideos isolados do préprio veneno e com a mesma acao
(Barbeiro et al., 1987).

Em caudata foi identificada a maior toxina protéica isolada em
Triturus cristatus, conhecido como salamandra aquatica de crista. Diante
do perigo ou de microorganismo patdgenos, as salamandras liberam um
produto espumante, esbranquicado, temivel por seus agressores
desencorajando-os, tendo com tomando possivel convivéncia entre eles
no mesmo ambiente (Jaussi & Kunz, 1978). Do teor total de proteinas
existentes na mistura bruta, cerca de 45 mg foi de proteina toxica, sendo
considerada o maior componente do veneno. O PM estimado desta
toxina foi de 160 KD, com subunidades entre 40 a 50 KD.
Farmacologicamente os efeitos do material bruto e da toxina purificada
observados in vivo no periodo de 0 a 24 horas foram convulsdo tdnica,
morte por espasmos e debilidade dos musculos respiratorios, e de 24 a
96 horas perda do pélo, destruicdo dos tecidos estruturais como
muscular, gorduroso e conectivo. Em situagdes in vitro, de 0 a 24 horas,
causou hemolise em eritrécitos humano e com o aumento da observacao
danos na parede celular do Bacillus megatherium (Jaussi & Kunz, 1978).

As espécies Pseudotriton ruber e P. montanus diastictus também
caudata foram alvo de estudos. Essas salamandras vermelhas,
pertencentes a familia Plethodontidae com cerca de 200 espécies,
produziam seu veneno o qual levava a reducédo do paladar daqueles que
0s molestavam (Brandon & Huheey, 1981). Um aspecto também
considerado foi a semelhanga da salamandra P. ruber com a largatixa
vermelha Notophalmus viridescens. Evidenciou-se na largatixa uma

extremidade letal e TTX emética, tomando-a mortal (Howard & Brodie,
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1971, 1973). A similaridade de aparéncia e cor entre as duas especies,
mostraram a existéncia de um mimetismo do tipo Batesian (Howard &
Brodie, 1971, 1973, Pough, 1974).

A pele das salamandras caracterizam-se pela nocividade e
abundancia de pseudotritontoxina de eficacia igualavel a TTX descrita
nas salamandras da América do Norte. Os sintomas da
pseudotritontoxina em camundongo foram de hiperextensdo da pata
traseira, abaixamento das costas, irritabilidade, hipotermia, quiescéncia,
debilidade prolongada, coma e morte, baseado na DL50 realizada entre
12 a 18 horas (Brandon & Huheey, 1981). Concentrada muito mais no
dorso do corpo do que na barriga, intestino, figado e ovario, essa toxina
apresentou um alto PM que lhe assegurou um certo destaque entre os
venenos dos anfibios, e até mesmo com relacdo a TTX que é de baixo
PM e tdo letal quanto a sua toxina. Sua estrema ligacdo com outras
espécies tais como N. viridescens, P. montanus diastictus, Gyrinophilus
porphiticus, demonstrou haver uma relagdo de intragabilidade entre eles.
A identificacdo de toxina nas duas espécies de salamandras indicou sua
nocividade a predadores, e que a variacdo geografica, simetria, tamanho,
etc podem denotar, dependendo do nimero e tipo, o grau de abundéncia
da secrecdo, constituindo pistas fundamentais ao predador, fazendo com
eles ou se arrisquem ou desistam e vdo a procura de presas alternativas
(Brandon & Huheey, 1981).

1.3 AS NEUROTOXINAS ANIMAIS

As neurotoxinas foram bastante estudadas, e o seu modo de acédo
envolve a participacdo de diversos canais. A toxina das anémonas, TTX,

saxitoxina (STX), 6-conotoxinas, etc, atuam nos canais de Na+; apanina,
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agitoxina, margatoxina, noxiutoxina, etc, nos canais de Kt; co-
conotoxinas, co-agatoxinas, agelenina, maitotoxina, dentre outros, nos
canais de CaH e nos canais de CP, a clorotoxina (Barchi, 1982, Catterall,
1988, Adams, 1996, Sauviat, 1997). As neurotoxinas ainda exercem
efeito ao nivel pré-sinaptico, como [3-bungarotoxina, ciotoxina, notexina,
agkistrodotoxina; exocitose de proteinas, como toxina botulinum, ®-
latrotoxina, a-latro-insectotoxina e outros, e nos receptores para
glutamato como &cido quisqualico, acido domoico, acido kainico, e
outros (Adams, 1996).

Vale registrar que muitas tentativas para a elucidacdo do
mecani<smo natural de acdo das neurotoxinas, foram intensificadas com
estudos em animais marinhos devido as suas propriedades bioldgicas em
potencial, onde se buscava tirar maiores proveitos dos seus principios
ativos, e isto se deu com a aplicacdo de técnicas bioquimicas altamente
satisfatorias (Wu & Narahashi, 1988). A descoberta por exemplo de
toxinas como a TTX e substéncias correlatas, potentes por sua
toxicidade em diversos componentes podem ser difundidos de maneira
uniforme. Atrelado a isto, possuem algumas funcgdes fisiolégicas com
carater protetor como visto em Clevelandia ios, Acanthogobius
flavimanus, Gillichthys mirabilis, que continham substancias
semelhantes a TTX de acdo no axbnio da ra touro (Elam et al., 1977).

A evolucdo dessas toxinas protéicas, assim como as sequéncias de
enzimas digestivas e hormonios, significam diferentes niveis de
desenvolvimento evolutivo. Todos os estagios de evolugdo da funcéo
digestiva desempenhada por sistemas enzimaticos, informacdes
adicionais sobre o veneno das glandulas das cobras, mostram que sua

evolucdo partiu do trato digestivo, levando a hipdtese de que um certo
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numero de enzimas digestivas, alguns hormdonios e toxinas de veneno
das cobras, derivem de um nimero muito pequeno de ancestrais (lvanov
& Ivanov, 1978).

Estudos sobre a origem comum da INS e toxinas do veneno de
cobra, por histoquimica e radioimunoquimica, estabeleceram que as
glandulas submaxilares de camundongos e ratos, continham INS-like.
Como aprofundamento das investigacfes através de métodos usando-se
anticorpos (Ac) fluorescentes, detectou-se sintetizacdo e/ou acumulo
destas substancias nas secrecdes das células glandulares dos duetos
salivares, mostrando a preservacdo INS-like nas glandulas salivares
(Ilvanov & lvanov, 1978).

Ivanov & Ivanov (1978), relatam ainda estes autores, que as
glandulas de veneno das cobras sdo modificagbes das glandulas
salivares, estabelecendo um paralelismo entre mudancas anatdbmica e
morfoldgica e mudanca estrutural e funcional com o ancestral molecular,
culminando com a formagdo da toxina, assumindo assim que as
proteinas constituem uma superfamilia de alto nivel, isto é, uma
hipersuperfamilia. Estes autores prosseguiram comentando sobre os
estagios de evolucdo dos organismos que apresentam entre si,
similaridades como por exemplo viscotoxinas (K album) das plantas
com a neurotoxina do veneno de escorpido (A australis hector),
sugerindo haver um ancestral comum ndo somente entre elas, mas
comum a outras, como a pro-INS, ancestral este que por ser bastante
antigo, existiu antes mesmo da divergéncia entre os vegetais e animais, a
guase 1.500 milhdes de anos atras. Em seu artigo ainda trazem uma
provavel seqiiéncia evolutiva das toxinas: carditoxinas-»neurotoxinas

grandes e pequenas das cobras (lvanov & lvanov, 1978).
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Ivanov (1980), acrescenta a esses achados, que a referida
hipersuperfamilia apresenta em seu grupo toxinas raras, sendo inerente
as toxinas um grau de preservacao da periodicidade cuja expressao ainda
é obscura, persistindo tanto na toxina da cobra como de escorpido. Isto
sugerindo haver tracos de preservacdo com um pequeno peptideo antigo,
de onde evoluiu toda esta grande familia, contudo com diferentes niveis
de evolugdo, mostrando uma ligacdo com o ancestral das serinas
proteases e pro-INS a mais de 1.500 milhdes de anos e assim, a ordem
de evolucdo seria: serina—>protease—>pro-INS—>proteinas toxicas

(lvanov, 1980)

1.4 OS ANFIBIOS E O MEIO AMBIENTE

O perigo ronda estes animais, ameaca a sua existéncia e provoca
desequilibrio em todos os aspectos, promovendo uma reacdo em cadeia
levando ndo s6 o meio ambiente a0 caos como ocorrendo perdas na
descobertas de novos compostos que possam ajudar a ciéncia.

Os anfibios em muitas partes do mundo estdo diminuindo e até em
alguns casos desaparecendo do seu habitat completamente nativo. Isto
vem caracterizando-se como um fenomeno global desde de 1990
(Blaustein & Wake, 1995). Considerados como controle de qualidade da
salde do planeta, porque estdo em intimo contato com elementos
naturais que os cercam, como por exemplo nos estagios larval, onde as
rds vivem na agua e quando adulta na terra; a delicadeza de sua pele
auxiliando na respiracdo; a exposicdo de seus ovos ao sol, agua e luz;
seu habito alimentar que pode variar de herbivoros (larva) a carnivoro
(adultos) (Blaustein & Wake, 1995, Shi et al., 1996).
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O bom estado de seu desenvolvimento repercute como anda o seu
ecossitema, sendo os fatores ambientais responsaveis diretos pelo
declinio dos mesmos. Vaérias investidas foram feitas para descobrirem-se
as causas da extingdo. Uma delas foi a depredacdo da estratosfera de
ozonio, outro seria 0 aumento da radiacdo ultravioleta que rompendo a
camada de ozdnio, substitui a absorcdo dos raios solares pela radiacéo,
indo atingir os seus ovos. As causas detectadas foram danos no DNA,
resultando em perda da fertilizacdo como observado nas espécies de
Rana cascade e B. boreas. Essa radiacdo no homem poderia ser
percebida pela supressdo do sistema imune, com o0 aparecimento de
catarata e cancer de pele. (Wake, 1991, Blaustein et al., 1994, Blaustein
& Wake, 1995).

Este tipo de lesdo ao nivel de DNA poderia quebrar as bandas e
assim formar novas estruturas o qual em certas algas, plantas, peixes,
marsupiais e anfibios seriam revertidos, gracas a uma enzima
removedora de estruturas danosas, a fotoliase que funciona como um
dispositivo natural disponivel nestas emergéncias. Em outros estudos
realizados ainda sobre esta enzima, indicou que sua presenca nos ovos
de anfibios, estaria gerando diminuicdo das populagdes, como visto em
Hyla regilla e Ambystoma gracile, pois ocorre diminuicdo da producgao
desta enzima (Wake, 1991, Blaustein et al., 1994, Blaustein & Wake,
1995).

A destruicdo também pode se dever a presenca de fungos em lagos
e acudes como Saprolegnia, que age contaminando essas aguas onde ha
cultivo de peixes, como salmao e truta, bem como ovos de anfibios que
com deficiéncia no sistema imune, acabam néo resistindo a infecdo. A

radiacdo ainda vai reduzir populacdes como nas florestas da Costa Rica
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e Australia, especificamente agqueles que vivem sob as folhagens densas.
O aviso de depredacdo também pode ser detectado com a modificacdo
do habitat atingindo até outros animais. A poluicdo do tipo chuva acida,
neve, fungicidas, herbicidas, inseticidas, quimicas industriais interferem
na reproducdo e desenvolvimento dos anfibios; compostos sintéticos que
simulam os horménios naturais, em passaros, peixes e répteis reduziram
0 esperma e diminuiram a genitalia masculina (Wake, 1991, Blastein &
Wake, 1995).

é lamentavel que populagcbes inteiras de anfibios foram e
continuam sendo extintas ou em consequéncia de doencas causadas pela
bactéria Aeromonas hydrophila, que por ser altamente contagiosa levou
a morte de sapos, rds e salamandras; ou por introducdo de peixes no
meio onde vivem, como Rana muscosa, a rd amarela da Califormia; ou
precipitacdo acida como Ambystoma tigrinum, a salamandra tigre da
Ameérica do Norte; ou chuva &cida como B. periglenes, o sapo da Costa
Rica; ou por radiacdo ultravioleta como B. boreas, o sapo do oeste da
América do Norte e finalmente por causas desconhecidas como
Taudactylus acutirostris, a ra da chuva do focinho pontudo, B. bufo, o
sapo comum na Europa, Atelopus varius, a ra arlequim da Costa Rica,
Nyctimystes dayi, a rd da arvore da Australia, B. calamita, o sapo da Gra
Bretanha e Rheobatrachus silus, a rd do riacho gastrico da Austrélia,
possivelmente extinta (Blaustein & Wake, 1995).

A vulnerabilidade dos anfibios que no reino animal sdo uns dos
mais representativos, vem sendo causa de grande preocupacdo por parte
dos estudiosos, mobilizando esforcos para tentar conter esta agressao

ndao somente ambiental, mas também cientifica.
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Até a presente data, somente trés proteinas toxicas em anfibios
foram isoladas como anteriormente referendadas. Da espécie, objetivo
de nossa pesquisa, foi estudada em seu veneno, um fator ansiolitico que
testado por via intraperitoneal em ratos e camundongos apresentou efeito
tranquilizante e comportamento social diferente (Nery, 1998); uma
fracdo peptidica testada em ratos, produziu intenso edema de pata e
degranulacdo de mastocitos (Mota, 1999).

Visamos neste trabalho, estudar a presenca de proteinas toxicas
produzidas na pele de L. pentadactylus, baseando-nos no fato de serem
poucas as formacdes sobre esta espécie, como tambem de serem
escassas as publicacdes sobre essas macromoléculas nocivas na pele

desses anfibios.



Anjos, F.B.R. Purificacéo e estudos farmacol6gicos de uma nova neurotoxina. 56

2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Purificar e realizar 0s estudos farmacolégicos e
eletrencefalograficos e determinar a sequéncia parcial de uma nova

neurotoxina da pele de Leptodactylus pentadactylus.

2.2 Especificos

> Purificar até a homogeneidade e em escala preparativa uma nova
neurotoxina da pele de L. pentadactylus ;

> Realizar os estudos toxicolégicos agudos, como DLb5, DE5 e
alteragcdes comportamentais da toxina pura em ratos e camundongos;

> Estudar as alteracdes -eletroencefalograficas em ratos da toxina
purificada, na auséncia e presenca de drogas anticonvulsinantes;

> Determinar as sequéncias parciais (internas | e Il e o N-Terminal) da

toxina pura.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Animais

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus) adultos, machos com
peso variando entre 200 a 250g; e camundongos {Mus musculus),
machos, pesando de 20 a 30g. Ré&s adultas, da espécie Leptodactylus
pentadactylus, capturados no municipio de Sdo Goncalo - CE, foram
utilizadas como fonte de matéria prima para obtencdo dos extratos
empregados neste programa de estudo.

Os animais (ratos e camundongos) empregados nesse trabalho
foram oriundos do Biotério do Departamento de Fisiologia e

Farmacologia do CCS-UFC ou Biotério Centrais da Escola Paulista de
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Medicina - UNIFESP. Esses animais foram mantidos em condigOes
apropriadas de laboratério com controle de ciclo de luminosidade 12/12
horas (claro-escuro), temperatura média de 21°C, e alimentacdo

especifica com agua ad libitum.

3.1.2 Substéancias e reagentes

Tris-(hidroximetil) aminometano (Reagen, Brasil), &cido cloridrico
(Synth, Brasil), cloreto de sodio (Reagen, Brasil), albumina bovina
(Sigma, USA), natriumazid (azida) Merck, (Brasil), adrenalina (Sigma,
USA), acido acético (Isofor, Brasil), sephadex G-25 (Pharmacia Fine
Chemical, Suécia), dietilaminoetilcelulose (Pharmacia Fine Chemical,
Suécia), glicerina ou glicerol (Grupo Quimica, Brasil), azul de
bromofenol (Merck, Brasil), cromassie brillant blue G (B-1131,

Alemanha), mercaptoetanol (Merck, Brasil) etc.

3.1.3 Aparelhos

Agitador
Phoenix AP56, Brasil
Balanca analitica
Marte-AM550, Brasil
Balanca de precisao
Mettler-Balance, USA
Banho-maria

Thermostat U10, Brasil
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Bomba de Fluxo

Milton Roy Company, USA
Bombas para HPLC

Milton Roy, USA
Broca

Dremel - 395 Tipo A, USA
Camara fria - Frost free

Metalfrio, Brasil
Centrifuga refrigerada

Annita |, Eslovenia
Crondmetro

Lebdnidas Trackmater, Alemanha
Cubetas de vidro

100-QU, USA
Detector de fluorescéncia

Shimadzu RF10AXL, Japao
Eletrencefalégrafo

Nikon - KOHDEN, Japéo
Espectofotdometro

Beckmann- modelo G 2400, Alemanha
Liofilizador

Edwards - Modulyo, Inglaterra
Liquidificador

Walita - Modelo BETA, Brasil
Mesa esteriotaxica

Nikon - FDX, Japéo

Multimetro
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Hioki - 3007, USA
pHmMetro

Micronal, Brasil
Pipetas automaticas

Gilson, Franca
Termometro

ASPIN 09654.10, Brasil

3.1.4 Materiais diversos

Arame para solda
Fame, Brasil
Eletrodo bipolar (0,12mm)
Mazem, Franca
Eletrodo monopolar
Mazem, Franca
Racao animal
Produtor, Brasil
Parafusos de aco

RBA, Brasil

3.2 METODOS

3.2.1 Obtencao do veneno estudado
Para a preparacdo do material bruto, foram realizadas cinco
extracOes do veneno: 05/97, 06/97, 05/98, 06/98, 07/99, utilizando-se

dois processos conforme mostrados a seguir:
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3.2.1.1 Processo utilizando adrenalina

As rds inicialmente eram submetidas a lavagem com &gua
bidestilada, e em seguida receberam aliquotas de 1 ml de solucdo de
adrenalina a 100 pg/ml em &cido cloridrico 0,0 IN, por via subcutéanea,
geralmente na regido dorsal do animal. Apds 20 minutos, esses animais
eram manipulados, a fim de aumentar o nivel de estresse, resultando em
liberacdo de secrecdo das glandulas do corpo (Figura 3.2.1.1). Esse
processo era executado tomando-se como referéncia a metodologia

descrita por Nery (1998).

3.2.1.2 Homogeneizado da pele

Peles de rds foram retiradas e imediatamente homogeneizadas em
agua bidestilada (1.3; p: v). O homogeneizado foi centrifugado a 5000g
por 30 minutos a 4 °C e o sobrenadante obtido liofilizado, logo apos,
sendo a seguir armazenado a - 25 °C em aliquotas de 500 mg.

O calculo do rendimento percentual do processo extrativo foi
efetuado pela razdo entre a massa em miligramas de proteina purificada,
pela massa em miligramas de proteinas totais do extrato bruto,

multiplicado por cem.

3.2.2 Purificacdo do material bruto

3.2.2.1 Cromatografia de troca-iénica em coluna DEAE-Celulose

Um volume de 10 ml do veneno bruto liofilizado, ressuspendido

em Tris HC1, 0,05 N, pH 7,5 (1:10; p:v), foi centrifugado a 5000 g,



Anjos, F.B.R. Purificaco e estudos farmacol6gicos de uma nova NEUrotOXINa...........coeueeeueeeuevemerereenmeeeseennees 62

durante 30 minutos a 4 °C. O sobrenadante dessa amostra, foi submetido
a uma cromatografia de troca ionica em coluna (30x2,6 cm) de DEAE-
Celulose equilibrada com tampéo Tris-HCI 50mM, com fluxo de 60 1/h a
temperatura de 4 °C. Apoés aplicacdo da amostra, a coluna foi
desenvolvida com concentracOes crescentes, passo a passo (steps) de
NaCl de 50mM, 100mM, 200mM e 500mM contidas no mesmo tampéao
(Medeiros, 1997).

Figura 3.2.1.1 Extragdo do veneno de Leptodactylus pentadactylus administragao subcutanea de 1 ml de solucéo de

adrenalina a 100 jig em acido cloridrico 0,01N.

3.2.2.2 Dessalificacdo da amostra

A metodologia utilizada para este ensaio foi semelhante a descrita
em The World of pharmacia biotech (1995). A fracdo eluida com
IOOMM de NaCl da cromatografia em DEAE-Celulose, foi dessalificada
por meio de uma coluna PD-10 em Sephadex G-10. Aliguotas de 05
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ml/tubo foram coletadas e as leituras foram feitas em espectofotGmetro
(230nm) e liofilizadas para em seguida serem estocadas a - 25°C. A
atividade toxica apos a ressuspensdo da fracdo purificada em salina, foi
evidenciada por via endovenosa (e.v., veia peniana) em camundongos e
ratos, e os sinais biolégicos foram avaliados, segundo metodologia de

Loomis & Hayes (1996).

3.3 CRITERIOS DE PUREZA

3.3.1 Eletroforese em gel poliacrilamida

A metodologia empregada nesse trabalho foi semelhante a
utilizada por Medeiros (1997) embora com ligeiras adaptacbes, onde
amostras da fragdo correspondente a 100 mM da coluna de troca-ionica
DEAE-Celulose, a que melhor respondeu biologicamente; foi submetida
a eletroforese em gel de poliacrilamida a 6% em condi¢cOes desnaturante
e ndao desnaturante. Para a eletroforese desnaturante, as amostras foram
preparadas com aquecimento a 90 °C por cinco minutos, na presenca de
2-mercaptoetanol a 10 % e dodecilsulfato de sodio (SDS) a 1 %. Paraa
eletroforese ndo desnaturante o processo foi repetido sem SDS e 2-
mercaptoetanol e sem tratamento térmico. As proteinas usadas como
padrdo para peso molecular foram: anidrase carbonica (29 KD),
ovalbumina (45 KD), albumina bovina (66 KD), fosforilase B (97 KD),
p-galactose (116 KD) e miosina (205 KD). Para a visualizagdo das
bandas de proteinas, foi utilizada a coloracdo de Coomassie Brilliant

Blue (CBB).
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3.3.2 Atividade farmacoldgica das fracdes da eletroforese em gel

policramida

As toxinas foram aplicadas em pocos do gel de poliacrilamida ndo
desnaturante. Dez pocos do gel foram cortados horizontalmente em
tiras de 3 mm de espessura; a seguir esses fragmentos foram macerados
e deixados em repouso durante a noite em 2ml de agua bidestilada. No
dia seqguinte, as fracbes foram centrifugadas e injetadas em aliquotas de
30 pl ewv. em camundongos. Uma porcdo do gel foi cortada
verticalmente e submetida a coloracdo por Coomassie Brilliant Blue para

identificacdo da localizacdo da banda de proteina da toxina purificada.

3.3.3 Estudo da atividade da toxina apds incubacdo com enzimas

proteoliticas

A toxina (100 pl) foi incubada durante o periodo de 30 minutos
com 100 pl de tripsina (1 mg/ml) a 37 °C. A toxina foi também incubada
com 100 pl de quimotripsina (1 mg/ml) sob as mesmas condicGes
experimentais. Apos este procedimento as misturas foram aplicadas em
pocos do gel de poliacrilamida ndo desnaturante, e 0 experimento seguiu

como descrito no item 3.3.2.
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3.4 ESTUDOS FARMACOLOGICOS

3.4.1 Toxicidade aguda (DL50)

Camundongos (Mus musculus) recebiam via e.v. (veia peniana),
doses crescentes (10 a 2000 ug/kg) da toxina protéica purificada. Os
animais foram divididos em grupo (n = 10), mantidos em jejum por 12 a
14 horas, com agua ad libitum. O grupo controle recebia solucédo salina,
num volume igual aquele empregado para os animais tratados com
toxina. Os animais foram mantidos livres e sob observagcdo acurada,
onde os parametros bioldgicos eram registrados de acordo com tabela

sugerida por Loomis & Hayes, 1996 (Tabela 3.4.1).

3.4.2 Estudo da dose efetiva convulsivante (DE50)

A determinacdo da DE50, foi efetuada segundo a metodologia
proposta por Loomis & Hayes (1996), onde grupos de 10 camundongos
machos, pesando de 20 a 30 gramas, recebiam por via endovenosa (veia
peniana) doses crescentes (10 a 1500 ug/kg) da toxina. Os animais do
grupo controle eram mantidos sob a mesma condicgdo, s6 que recebendo

solucdo salina ao invés da toxina.

3.4.3 Estudo de outros efeitos farmacoldgicos agudos in vivo

Os varios efeitos farmacoldgicos foram observados com doses

entre 10 a 100 pg/kg (e.v.; veia peniana), de acordo com os parametros
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descritos por Loomis & Hayes (1996), que se encontram descritos na
Tabela 3.4.1.
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TABELA 3.4.1 - AVALIACAO FISICA E OBSERVACAO DOS

ANIMAIS NO ESTUDO DA TOXICIDADE REALIZADO COM A
TOXINA EXTRAIDA DA PELE DE L. pentadactylus.

PARAMETROS OBSERVADOS

ATIVIDADES GERAIS
Locomotiva diminuida
Locomotiva aumentada
Saltando

FONACAO
Diminuida
Aumentada
Normal

CAUDA ANORMAL
Caudarigida

Cauda Straub

Cauda flexivel
SALIVACAO
TREMORES

APNEIA

CIONOSE

REACAO BIZARRA
Movimento de circo (acrobatica)
Caminhada

Valsando

Fucando

INTERACAO SOCIAL
Comportamento exploratério diminuido
Comportamento exploratério aumentado

SENSIBILIDADE AO TOQUE
Diminuida
Aumentada

CONVULSOES
Convulsdes tonicas
ConvulsGes clénicas
SubconvulcGes

Movimentos subconvulsivos
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Estes parametros experimentais foram obtidos conforme a metodologia descrita no texto
(Loomis & Hayes, 1996). O tempo de observagdo compreendeu: 0, 30, 60, 120, 180

minutos, chegando até 72 horas.

Os animais (n = 5) usados neste teste foram camundongos machos, pesando em tomo de 25
a 30 g. A via de administracdo usada foi e.v. (veia peniana), onde a toxina foi administrada
em doses crescentes de 10-2000 pg/kg (DL50) e 10-1500 pg/kg (DE50)
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3.5 ENSAIOS BIOLOGICOS

3.5.1 Eletrencefalografia (EEG)

3.5.1.1 Preparacdo para registro eletrencefalografico

Ratos e camundongos machos escolhidos ao acaso foram
submetidos a anestesia, com: pentobarbital (0,97 g), hidrato de cloral
(4,25 g), sulfato de magnésio (2,16 g), propilenoglicol (42,8 ml), alcool
90 % (11,5 ml) e agua destilada g.s.p. O volume da dose aplicada em
cada animal foi de 4 mil/kg, via intraperitoneal. E o0s parametros
biologicos observados foram aqueles descritos por Loomis & Hayes
(1996).

3.5.1.2 Procedimento cirurgico e implantacdo dos eletrodos para registro

eletrencefalogréafico

Depois de serem anestesiados, os animais foram submetidos a
tricotomia da regido superior da cabeca e fixados ventralmente a mesa
cirirgica. Barras intra-auriculares foram introduzidas nos meatos
externos auditivos e o0s incisivos superiores eram fixados (Figura
3.5.1.2).

A retirada da pele da regido craniana, foi efetuada através de corte
longitudinal, com rebatimento lateral. Foi removido o peridsteo e
algumas ranhuras foram realizadas para em seguida ocorrer fixacdo dos

eletrodos.
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Eletrodos bipolares (niquel-cromo de 0,15 mm), 0S mais
profundos, foram introduzidos dorsalmente na regido do hipocampo.
Esses eletrodos eram formados por dois filamentos de niquel-cromo de
0,15 mm de diametro e revestidos por uma camada de verniz ao longo de
sua dimensdo. A regido de contato com os tecidos bioldgicos era
ligeiramente desgastada a fim de promover o contato elétrico. O local da
implantacdo do eletrodo no hipocampo, foi determinado por meio de
demarcacdo estereotaxica, e a tabua 0ssea foi delimitada, de acordo com
as coordenadas do atlas estereotaxico (Paxinos & Watson, 1982): antero-
posterior -2,8, lateral 1,9 e profundidade 3,6 mm. A perfuracdo da tabua
Ossea foi feita por meio de uma broca (Modelo 395, Dremel) para
posicionamento permanente dos eletrodos em ambos os hemisfeérios.

Os parafusos de aco, em numero de 3, foram implantados no
cranio, de forma que dois ficavam simétricos a sutura mediana na regido
occipital, para registro eletrocortical e o outro posicionado na regido do
seio frontal, servindo como eletrodo de referéncia.

Todos os eletrodos foram conectados a um microconector de 5
saidas, que se fixava ao cranio com cimento acrilico, usado para fixacdo
do capacete na cabeca do animal e para o isolamento do sistema. A pele
foi suturada na regido posterior, com exposicao da parte superior do
capacete segundo a metodologia descrita por Cooley & Vanderwole
(1990).
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3.5.1.3 Periodo pos-operatorio

Os animais foram colocados em gaiolas individuais apos a cirurgia
e foram submetidos a observacdo no Biotério do Laboratério de
Neurologia Experimental da UNIFESP (Figura 3.5.1.3).

ApOs o periodo de recuperacdo de uma semana, 0s animais foram
reconduzidos ao Laboratério, para os procedimentos de experimentacdo

subsequentes.

3.5.1.4 Analise comportamental dos animais monitorados com o0s

eletrodos intracerebrais

As manifestacOes evidenciadas (Tabela 3.5.1), durante tratamento
agudo com atoxina (500 pg/kg; e.v.), e com o uso de anticonvulsivantes
tais como: diazepam (10 mg/kg; i.m.) e fenobarbital (50 mg/kg; i.m.), no
periodo de aproximadamente 30 minutos, antes da administracdo da
toxina foram simultdneos ao registro eletrencefalografico, onde o0s
componentes desses grupos morreram ap0s 0s procedimentos
experimentais.

O acompanhamento dos animais que sobreviveram a acdo da
toxina (250 pg/kg; e.v.) frente aos anticonvulsivantes acima citados, era

realizado todos os dias, por um periodo de uma semana.
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3.5.1.5 Atividade elétrica cerebral

O registro eletrencefalografico basal (padrdo), foi obtido 10
minutos antes da administracdo da toxina em todos 0s animais desta
etapa do protocolo experimental (Figura 3.5.1.5).

O registro da atividade eletrencefalografica cortical e do
hipocampo foi procedido, mantendo-se o equipamento calibrado com os
seguintes parametros: sensibilidade (amplitude): 100 mV/cm; varredura:
10 mm/seg; constante de tempo: 0,3 seg; filtro passa baixa: 30
ciclos/seg. No papel onde ocorria o tragcado eram anotados a
identificacdo do animal, substancia e dose utilizada, bem como, tempo

de aplicacdo da droga.
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Figura 3.5.1.2. Aparelho estereotdxico para uso em ratos e camundongos; mostrando o
apoio para a cabeca, suporte para eletrodos, barras para a fixacdo dos animais.

Figura 3.5.1.3 - Cirurgia realizada em exteriotaxica concluida em camundongos, para
posterior registro no eletrencefalografo.
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Figura 3.5.1.5 - Animal com capacete acoplado ao sistema de registro, pronto para iniciar
a experimentacéo.

3.6 DETERMINACAO DAS SEQUENCIAS INTERNAS (1 E II) E
N-terminal DOS AMINOACIDOS DA TOXINA PURIFICADA

O sequenciamento de aminoacidos da toxina purificada foi
efetuada pelo Service de Sequence de Peptides de L’ Etat du Quebec,
Canad4, segundo a metodologia descrita em Matsudaira (1987).

As caracteristicas de hidrofobicidade e distribuicdo de cadeia,

foram extraidas de Eisenberg et al. (1982).
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TABELA 3.6 - HIDROFOBICIDADE DOS RESIDUOS

AMINOACIDOS ENERGIA LIVRE DE TRANSFERENCIA (Kj/mol) |
ILE 3,1
PHE 2,5
VAL 2,3
LEU 2,2
TRP 15
MET 1,1
ALA 1,0
GLY 0,67
CYS 0,17
TYR 0,08
PRO -0,29
iTHR -0,75
SER -1,1
HIS 1,7
jGLU -2,6
 ASN -2,7
GLN -2,9
(ASP -3,0
iLYs -4,6
ARG -7,5

Fonte: Eisenberg et al. (1982). Hydrophobi¢ moments in protein structure. Faraday Symp
Chem. Soe., 17, p. 109-120.



Anjos, F.B.R. Purificagdo e estudos farmacoldgicos deusa nova NeUrotoOXing,.........cecevrveeeerereeeeresesenenens 75

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os testes estatisticos empregados na analise dos resultados foram
os da distribuicdo t (Teste t de student) sendo utilizados para a avaliagcéo
da significancia dos resultados entre o0s grupos experimentais. Foi

considerada significante a hipotese de nuiidade <0,05 (Vieira, 1983).
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4 RESULTADOS

4.1 PURIFICACAO DO MATERIAL BRUTO

4.1.1 Cromatografia de troca-ibnicaem DEAE-Celulose

A pele foi retirada, cortada em pequenos pedacos e
homogeneizada em agua bidestilada a 4 °C (1: 3; p : v), através de um
liquidificador com palhetas girando aproximadamente por 6000
vezes/minuto, durante 1 minuto e meio. O homogeneizado foi
centrifugado a 5000 g por 30 minutos, sendo o sobrenadante liofilizado e
armazenado a -25°C em pequenas aliquotas.

Apobs a cromatografia em coluna de DEAE-celulose (Figura 4.1.1),
aliquotas de 100 pl das diversas fracOes obtidas foram injetadas e.v. em
camundongos e ratos. Aquelas fracdes eluidas com 100 mM de NaCl

causaram convulsbes e foram em seguida liofilizadas, resultando em
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residuos solidos de coloracdo, variando de amarelo a marrom, sem
cheiro.

Aliquotas de 100 mM do tampédo TRIS- HC1, pH 7,5 contendo
100 mM de NacCl foram injetadas (e.v. — veia peniana) e 0s animais ndo

apresentaram nenhuma atividade farmacologica visivel.

4.1.2. Dessalificacdo e estocagem da amostra purificada

A fracdo ativa eluida com 100 mM de NaCl em cromatografia
DEAE-Celulose, foi depois dessalificada e liofilizada. A amostra que
ficou sob a forma de um p6 granular, solto, de coloracdo amarelada, foi
estocada a -25 °C, cujo os efeitos farmacoldgicos foram preservados

durante mais de um ano.

4.2 CRITERIOS DE PUREZA

4.2.1 Eletroforese em gel poliacrilamida

Na eletroforese a 6 % sem SDS da fracdo 100 mM, foi identificada
uma unica banda de proteina que apresentou atividade convulsivante
quando eluida do gel (Figura 4.2.1-A). Na eletroforese a 6 % com SDS,
foi identificada uma banda majoritaria de peso molecular (PM) estimado

em 65 KD, quando comparado ao padréo de alto PM (Figura 4.2.1-B).
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4.2.2 Determinacdo da concentracdo de proteinas

De 779,79 g de pele retirada de 46 ras, foram obtidas 22 g de
veneno bruto liofilizado. O rendimento bruto (RB) médio do veneno a
partir de 1 g do veneno liofilizado, foi de aproximadamente 2,59 mg da
toxina purificada, isto é, em termos percentuais 0,26 % (p:p).

O carater protéico da toxina foi confirmado pela inativacdo
mediante o calor (aquecimento a 100 °C por 5 minutos), e por

tratamento proteolitico com tripsina e quimotripsina.

FIGURA 4.1.1. Cromatografia de troca-idbnica DEAE-Celulose. Ap6s o desenvolvimento
da cromatografia com tamp&o Tris-HCI 0,05 N, pH 7,5, em concentra¢des crescentes de
NaCl, de 50 mM (42), 100 mM ((43), 200 mM (44) e 500 mM (d5), obtiveram-se diversos
picos de proteinas. A barra (—) significa a fracdo com atividade biol6gica, com volume de
eluicdo aproximadamente 300 ml. O eixo das abscissas representa o volume de eluigéo
(ml), no eixo das ordenadas absorbancia (nn), as leituras feitas em espectofotdmetro num
comprimento de onda de 280 nm.
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43 ESTUDOS FARMACOLOGICOS

4.3.1 Efeitos farmacologicos, toxicidade aguda (DL50) e dose efetiva
convulsivante (DE50)

Os efeitos observados durante o periodo de 72 horas apos
administracdo da toxina com doses crescentes (10 a 150 gg/kg; e.v.),
foram exoftalmia, salivacdo, erecdo da cauda, flacidez corporal, dentre
outros como pode ser observado na tabela 4.3.1. Esses efeitos foram
méaximos entre 30 a 60 minutos e diminuindo nas horas seguintes,
findando totalmente apos 24 horas. O aumento das doses (150 a 2000
lig/lkg; e.v.), causou convulsdo tonico-clonica , apnéia e morte, num
intervalo de tempo entre 1 a 5 minutos.

O percentual de mortalidade dos animais durante o procedimento
experimental, foi baseado na consulta da tabela de probitos. Os dados
indicaram que 0 uso da toxina purificada produziu morte nas doses de
150 a 2000 ug/kg.

A DL5 encontrada no experimento, foi na dose de 560 + 128
pg/kg, indicando que o0 uso da toxina produziu convulséo e levou a
morte, no periodo que compreendeu 1 a 50 minutos.

Utilizando-se doses variando entre 150 e 500 ug/kg, pbde-se
assim constatar que a DE50 convulsivante encontra-se em tomo de 230 £
109 ug/kg.
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TABELA 4.3.1 -RESPOSTAS EXPERIMENTAIS DA AVALIACAO

FISICA E OBSERVACAO DOS ANIMAIS NO ESTUDO DE
TOXICIDADE, REALIZADOS COM A TOXINA EXTRAIDA DA PELE

PARAMETROS OBSERVADOS

ATIVIDADES

REACAO BIZARRA

SENSIBILIDADE AO TOQUE

INTERACAO SOCIAL
CAUDA ANORMAL
RESPOSTA SOMATICA

TREMORES

EXOFALMIA

DEFECACAO

SALIVACAO (apds convulsio)
COMPORTAMENTO DE FUGA
ESPASMOS GENERALIZADOS

CLONIAS DA CABECA
CONVULSOES

APNEIA
MORTE

DOSES (ug/kg)

10 a 150

150 a 2000

DE L. pentadactylus.

RESPOSTAS

Atividade locomotora aumentada
Saltando

Movimento de circo (atividade acrobatica)

Caminhada sem objetivo
Valsando (cambaleando)

Sensibilidade aumentada

Comportamento exploratério aumentando |

Cauda rigida
Lambendo peios
Friccionando O nariz

Tremores na arcada dentaria

Defecacdo aumentada

Movimentos criticos ndo convuisivantes
Convulsdes tonico-clonicas
Espasmos generalizados
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Estes parametros experimentais foram obtidos conforme a metodologia descrita no texto
(Loomis & Hayes, 1996). O tempo de observacdo compreendeu: 0, 30, 60, 120, 180
minutos, chegando até 72 horas.Os animais (n = 5) usados neste teste foram camundongos
machos, pesando em tomo de 25 a 30 g. A via de administracdo usada foi e.v. (veia
peniana), onde a toxina foi administrada em doses crescentes de 10-2000 pg/kg (DL50) e

10-1500 pg/kg (DE50)
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FIGURA 4.2.1 A e B. Eletroforese em placa de gel poliacrilamida em condi¢des desnaturante e ndo desnaturante da
toxina extraida da pele deL. pentadactylus. O "pool" obtido das fragGes eluidas da cromatografia DEAE -Celulose e
submetidas a eletroforese na presenca de SDS a 6 % e 2- mercaptoetanol.

(A) Eletroforese ndo desnaturante da toxina (50 pl) purificada em gel de poliacrilamida a 6 %;

(B) Eletroforese desnaturante em presencga de 10 % de p-mercaptoetanol e 1 % de SDS da toxina (50 pl) purificada em
gel de poliacrilamida a 6 %. As proteinas usadas como padrao para PM foram: anidrase carbdnica (29 KD),
ovalbumina (45 KD), albumina bovina (66 KD), fosforilase B (97 KD) ,p-galactose (116 KD) e miosina (205 KD). A
visualizagdo das bandas protéicas, foi através da coloracdo Coomassie Brilliant Blue (CCB).
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4.4 ENSAIOS BIOLOGICOS

4.4.1 AlteragcOes comportamentais

As observacg0es realizadas nos animais (ratos e camundongos) com
eletrodos intracerebrais implantados, tratados com a toxina (500 ug/kg;
e.v.), durante o tratamento agudo, mostraram um conjunto de
comportamentos que iam desde piloerecdo, elevacdo do trem posterior,
comportamento  exploratério, movimentos mastigatérios,  saltos
aleatorios, tremores na mandibula, dentre outros, mostrados na tabela
4.3.1.

Os animais manifestavam entre 1-5 minutos, apds a aplicacdo da
toxina, crises com manifestacdes motoras com clonias da cabeca, e
autonbmicas com piloerecdo e exoftalmia. Essas crises motoras se
acentuavam com comportamento de fuga, taquipnéia intensa; sendo que
depois estes ficavam prostrados, com espasmos generalizados,
cabaleando, além de exibir convulsédo tbnico-clonica até a morte.

O comportamento dos ratos que receberam anticonvulsivantes, era
0 de sedacdo tipica provocada por tais substancias. As manifestacoes
observadas com o0 uso de diazepam foram desde alteracbes da
coordenacdo motora, até insensibilidade ao toque e sedacdo. Os efeitos
causados pelo fenobarbital foram praticamente os mesmos que aqueles
causados pelo diazepam, sendo em menor intensidade. Trinta minutos
apos a aplicacdo de diazepam na dose 10 mg/kg (i.m.), estes animais
recebiam a toxina nas doses de 250 e 500 ug/kg. Com a primeira dose
da toxina, estes organismos apresentaram movimentacdo da cabeca e do

corpo, lambimento das patas, embora sem coordenacdo motora.
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Posteriormente ficavam prostrados e adormeciam com posterior
recuperacdo durante um periodo 72 horas de observacdo, e voltando a
um estado de normalidade clinica. Quando a dose de 500 pg/kg era
administrada no outro grupo, o0s sintomas observados foram:
movimentos cambaleantes, prostracdo com extensdo dos membros
posteriores, espasmo, taquipnéia e morte sem convulséao.

O padrdo de comportamento do grupo que recebeu fenobarbital na
dose de 50 mg/kg (i.m.) e que também recebeu a toxina na de dose de
250 pg/kg, foi movimentacdo do corpo, lambimento o corpo e em
seguida das patas, balanceamento da cabeca, tremores na mandibula,
incoordenacdo dos movimentos e prostracdo. Os animais deste grupo
recuperam também sua condicdo clinica anterior aos tratamentos como
no grupo acima que recebeu a toxina na dose de 250 pg/kg. Para o grupo
gue recebeu atoxina numa dose de 500 pg/kg, os animais apresentavam
sinais de movimentacdo do corpo, lambimento das patas, prostracao,
taquipnéia que era crescente ao longo do tempo, sendo que ao final estes
animais comecaram a se arrastar na tentativa de fuga, mas geralmente

culminando em morte sem manifestacao de crises convulsivas.

4.4.2 Alteracdes eletrencefalograficas

A atividade eletrencefalografica do hipocampo foi constituida na
maioria dos exames de um ritmo mais sincrénicos e mais amplo que a
atividade captada ao nivel do cértex, padrdo este, que de uma maneira
geral se repete em todo o experimento, havendo discretas variagbes de

animal para animal.
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O padrdo da atividade eletrencefalografica nos camundongos
tratados com a toxina na dose de 500 pg/kg (e.v.- veia peniana), no
inicio do experimento, apresentava espiculas com frequéncia da ordem
de 7 a 10 ciclos/seg no hipocampo e no cortex de 7 a 8 ciclos/seg; com
uma amplitude de 80 pV no hipocampo e 30 pV no cortex. Apos o
tratamento com a toxina aos 3 minutos, ocorreu reducao expressiva da
amplitude no hipocampo para 40 pV o mesmo ocorrendo também no
cortex, sendo que neste, com presenca de espiculas mais amplas. Houve
uma lentificacdo do tracado com sensivel reducdo da amplitude das
ondas do eletrencefalograma e aos 10 minutos, apareceram descargas
sincronizadas no hipocampo e coOrtex, caracterizando a expressao
eletrogréafica de crise convulsiva com posterior lentificacdo, tomando-se
finalmente isoelétrico, com a morte cerebral aos 4 minutos dos animais
avaliados (Figura 4.4.2.1).

Os ratos que iam receber a toxina na dose de 500 pg/kg (e.v.),
apresentaram inicialmente, uma frequéncia de 8 ciclos/seg no
hipocampo e de 9 a 13 ciclos/seg no cortex, com uma amplitude méaxima
de 100 pV. O tracado apés a aplicacdo da toxina apresentou uma
frequiéncia de 8 a 10 ciclos/seg no hipocampo e 7 a 11 ciclos/seg no
cortex, mas com amplitude maxima de 190 pV. O registro grafico
apresentou espiculas intercaladas por poliespiculas nas duas regifes
cerebrais  avaliadas, caracterizando  aumento da  atividade
eletrencefalografica que geralmente culminava em configuracdo de
registro caracteristica para crise, 40 segundos apds administracdo da
toxina. A partir de entdo, o tragado mostrou-se lento, com reducédo
significativa da amplitude de 190 para 70 pV, numa frequéncia de 9

ciclos/seg no hipocampo e de 12 a 13 ciclos/seg no cértex, com
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lentificacdo progressiva no hipocampo e cortex, bem como reducdo da
amplitude, sendo observados algumas discretas espiculas no cértex aos 3
minutos. A amplitude tomou a aumentar gradativamente c/ até haver
outra vez o aparecimento de espiculas e poliespiculas: primeiro no
hipocampo e depois no coértex, caracterizando uma segunda crise
eletrencefalografica no hipocampo aos 5 minutos, reduzindo a amplitude
das espiculas no cortex e hipocampo, tomando-se no final isoelétrico
com morte cerebral do animal (Figura 4.4.2.2).

No registro dos ratos tratados com a toxina (250 pg/kg; e.v.), a
frequiéncia dominante na atividade captada do hipocampo foi de 9 a 10
ciclos/seg e do cortex por cerca de 12 ciclos/seg. Trinta minutos apos a
injecdo do diazepam, na dose de 10 mg/kg (i.m), foi evidenciada uma
reducdo da amplitude dos potenciais eletrencefalograficos registrados no
cortex, embora posteriormente, a amplitude retome ao padrédo inicial.
Logo apos a administracdo da toxina, ocorreu aparentemente, ndo foi
notada modificacdo do padrdo no tracado (Figura 4.4.2.3).

O registro dos ratos tratados com a toxina (500 pg/kg; e.v.) mais
diazepam na dose de 10 mg/kg (i.m.), revelou inicialmente, uma
frequéncia no hipocampo de 10 ciclos/seg e no cortex de 12 ciclos/seg,
sendo as ondas menos amplas no cértex. Trinta minutos apos a
administracdo do diazepam, a freqiiéncia no cértex e no hipocampo
passou a ter mais ou menos 15 ciclos/seg. Um minuto, ocorreu apos
administracdo da toxina, depressdo da atividade eletrencefalogréfica,
registrada no hipocampo e cértex. Imediatamente apds ocorreu, 0
surgimento de espiculas, no registro do hipocampo, seguido de uma
atividade sincronica de cerca de 6 ciclos/seg, com amplitude de 10 pV,

durante cerca de 10 segundo no coértex s6 foi observada uma depressao



Anjos, F.B.R- Purificagdo e estudos farmacol6gicos de uma nova NeurotoOXing,.........couveeeerereererenresreseneenes 86

da atividade elétrica. Esta atividade elétrica, permaneceu com amplitude
de 15 pV em ambas regifes do hipocampo e cértex, sendo que apoés 3
minutos, tanto o registro ao nivel de coértex, quanto de hipocampo,
tomou-se isoelétrico caracterizando a morte cerebral dos animais em
estudo (Fig. 4A.2.4).

Os animais tratados com a toxina (250 pg/kg; e.v.) mais
fenobarbital na dose de 50 mg/kg, apresentaram no inicio do registro
frequéncia de 13 a 17 ciclos/seg no hipocampo, e de 10 a 15 ciclos/seg
no cortex; cuja amplitude maxima foi de 100 pV mostrado um
sincronismo tanto no hipocampo, quanto no cortex. Seis minutos apés a
aplicacdo do fenobarbital comecavam a surgirem, mais no hipocampo
gue no cortex espiculas e poliespiculas, bem com ondas agudas com
frequéncia de 10 a 13 ciclos/seg, no hipocampo e de 11 a 12 ciclos/seg
no coértex, com uma amplitude maxima de 80 pV. Trinta minutos apés
aplicacdo da toxina, foram verificadas espiculas e poliespiculas no
registro do hipocampo e do coértex, com frequéncia de 8 a 14 ciclos/seg
no hipocampo e de 13 a 15 ciclos/seg no cértex (Figura 4.4.2.5).

Os ratos tratados com a toxina (500 pg/kg, e.v.) mais fenobarbital
na dose de 50 mg/kg (i.m.), revelaram a principio, uma ireqiéncia tanto
no hipocampo como no cortex de 11 ciclos/seg, exibindo uma amplitude
méaxima de 50 pV. Sob a acdo do fenobarbital, o hipocampo apresentou
uma frequéncia de 10 ciclos/seg e cértex de 11 ciclos/seg, com o
aparecimento de espiculas e poliespiculas bastante frequentes no
hipocampo. Aos trinta minutos, a toxina foi aplicada, e apos 1 minuto, 0
hipocampo e cértex apresentaram ambos uma irequéncia de 10 a 11
ciclos/seg. Aos trés minutos, a atividade elétrica no hipocampo foi de 9

ciclos/seg, enquanto no cortex foi de 12 ciclos/seg, com amplitude de
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30 pV. Foi identificada a presenca de espiculas com sensivel reducdo da
frequéncia da atividade eletrencefalografica. Seguiu-se lentificacdo do
tracado, com o aparecimento de espiculas no perfil grafico dos animais.
O registro finalmente tomou-se isoelétricos por volta dos cinco minutos,

caracterizando a morte cerebral do animal (Figura 4.4.2.6),



Figura 4.4.2.1 Eletrencefalograma (EEG) registrado no hipocampo (HPC) e cértex de
camundongos acordados e com eletrodos intracerebrais, tratados com a toxina (500 pg/kg;

e.v.) (A) Registro basal (B) 10 minutos ap6s a toxina (C) 4 minutos apos a crise.
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Figura 4.4.2.2 Eletrencefalograma (EEG) registrado no FfPC e CTX de ratos acordados e
com eletrodos intracerebrais, tratados com a toxina (500 pg/kg; e.v.) (A) Registro basal (B)

40 segundos ap06s a toxina (C) 3 minutos apos a toxina, (D) 5 minutos apds a crise.



Anjos, F.B.R. Purificacéo e estudos farmacolégicos de uma nova neurotoxina.

90



Anjos, F.B.R. Purificagdo e estudos farmacoldgicos de uma nova neurotoxina

a1



Figura 4.4.2.3 Eletrencefalograma (EEG) registrado no HPC e CTX de ratos acordados e
com eletrodos intracerebrais. pré-tratados 30 minutos antes com diazepam (10 mg/kg; i.m.)
e em seguida tratados com a toxina (250 pg/kg; e.v.) (A) Registro basal (B) 30 minutos

apos o diazepam (C) 2 minutos ap6s a toxina, (D) 3 minutos apos a toxina
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Figura 4.4.2.4 Eletrencefalograma (EEG) registrado no HPC e CTX de ratos acordados e
com eletrodos intracerebrais, pré-tratados 30 minutos antes com diazepam (10 mg/kg; i.m.)
e em seguida tratados, com a toxina (500 pg/kg; e.v.) (A) Registro basal (B) 30 minutos
apés o diazepam (C) ! minuto ap6s a toxina, (D) 3 minutos apds a toxina (E) morte

cerebral.
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Figura 4.4.2.5 Eletrencefalograma (EEG) registrado no HPC e CTX de ratos acordados e
com eletrodos mtracerebrais, pré-tratados 30 minutos antes com fenobarbital (50 mg/kg;
i.m.) e em seguida tratados com a toxina (250 ug/kg; e.v.) (A) Registro basal (B) 30

minutos ap6s o fenobarbital (C) 3 minutos apos a toxina, (D) retomo ao nivel basal
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Figura 4.4.2.6 Eletrencefalograma (EEG) registrado no HPC e CTX de ratos acordados e
com eletrodos intracerebrais, pré-tratados 30 minutos antes com fenobarbital (50 ffig/kg;
i.m.) e em seguida tratados com a toxina (500 jig/kg; e.v.) (A) Registro basal (B) 30
minutos apés o fenobarbital (C) 1 minuto ap6s a toxina, (D) 3 minutos ap6s a toxina (E) 5

minutos apods a toxina.
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45 ANALISE DE AMINOACIDOS

4.5.1 Sequenciamentos Internos | e Il e o N-terminal obtidos a partir da

amostra de toxinas

Apoés a analise realizada na fracdo 100 mM, foi evidenciada
através do método Matsudaira (1987), apresentou duas sequéncias
internas e um N-terminal, como mostrado abaixo. Para sequéncia
interna:
| - 533, pico 72.576 min, da fracdo 20-73:

LEU LYS PRO GLY_ILE_ALA THR_ASP_GLU_LEU HIS

Il - 542, pico 65.836 min, da fracdo 20-66:

GLU (GLY) _HIS PRO GLU ASP ALA LEU HIS TYR (VAL) TYR
ASP.

O seqguienciamento N- terminal, encontrado foi.

ASP_ALA GLU_HIS_HIS PRO_ARG_GLN_ILE GLY_GLU_ILE_
LEU VAL LEU ILE GLY GLU ARG TYR.

4.5.2 Anélise simplificada das principais propriedades dos aminoacidos

associados as seqiiéncias internas I, sequéncia I, N-terminal

As caracteristicas estruturais elétricas e a disposicdo de cadeia de
cada aminoacido da sequéncia interna I, sequéncia interna Il e N-
terminal, bem como a hidrofobicidade correspondente pode ser

verificada respectivamente nas tabelas 4.5.2.1, 4.5.2.2 ¢ 4.5.2.3.
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TABELA 4.5.2.1 - ANALISE DA HIDROFOBICIDADE DOS
AMINOACIDOS PRESENTES NA SEQUENCIA INTERNA I.

CARACTERISTICA ELETRICA

SEQUENCIA E DE DISPOSICAO DA CADEIA  11IDROFOBICIDADE

INTERNA I MOLECULAR (KJ/mol)
LEU Alifatico néo polar 2,2
LYS Carga geral positiva -4, 6
PRO Alifatico néo polar -0, 29
GLY Alifatico ndo polar 0, 67
ILE Alifatico ndo polar 3,1
ALA Alifatico ndo polar 1,0
THR Nao carregado polar -0, 75
ASP Carga geral negativa -3,0
GLU Carga geral negativa -2,6
LEU Alifatico néo polar 2,2
HIS Carga geral positiva -1,7
Somatorio -5, 82

Obs.. A hidrofobicidade foi avaliada através da determinacdo da energia livre
transferéncia de um dado residuo, de um solvente hidrofébico para 4gua, segundo tabela de
Eisenberg et al., 1992. Valores negativos- hidrofilia; valores positivos-hidrofobicidade,
segundo Lehminger et al., 1995. A razd@o de hidrofobicidade entre o somatorio e os indices
de hidrofobicidade de sinal positivo e aqueles de sinal negativo foi de 0, 55 (RZ=0,55).
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TABELA 4.5.2.2 - ANALISE DA HIDROFOBICIDADE DOS
AMINOACIDOS PRESENTES NA SEQUENCIA INTERNA H.

SEQUENCIA CARACTERISTICAELETRICAE HIDROFOBICIDADE

INTERNA II DE DISPOSICAO DA CADEIA (KJ/mol)
MOLECULAR

GLU (GLY) Carga geral negativa (Alifatico néo polar) -2, 6 (0, 67)
HIS Carga geral positiva -1,7
PRO Alifatico néo polar -0, 29
GLU Cargageral negativa -2,8
ASP Cargageral negativa -3,0
ALA Alifatico ndo polar 1,0
LEU Alifatico ndo polar -1,7
HIS Carga geral positiva -1,7
TYR(VAL) Aromatico (Alifatico nédo polar) 0, 08 (2, 3)
TYR Aromatico 0, 08
ASP Carga geral negativa -3,0
Somatorio -11, 93

Obs.: A hidrofobicidade foi avaliada através da determinacdo da energia livre de
transferéncia de um dado residuo, de um solvente hidrofobico para agua, segundo tabela de
Eisenberg et al., 1992.Valores negativos- hidrofilia; valores positivos-hidrofobicidade,
segundo Lehminger et al., 1995. A razdo de hidrofobicidade entre o somatorio e os indices
de hidrofobicidade de sinal positivo e agueles de sinal negativo foi de 0,22 (RZ=0,22).



Anjos, F.B.R. Purificacdo e estudos farmacoldgicos de uma nova NeUurotoXing............oceeeeeeuereereeeeneenenens 102

TABELA 4.5.2.3 - ANALISE DA HIDROFOBICIDADE DOS
AMINOACIDOS PRESENTES NA SEQUENCIA N-TERMINAL.

SEQUENCIA N- CARACTERISTICA ELETRICA EDE HIDROFOBICIDA

terminal DISPOSICAO DA CADEIA DE (KJ/mol)
MOLECULAR

ASP Carga geral negativa -3,0
ALA Alifatico ndo polar 1,0
GLU Carga geral negativa -2,6
HIS Carga geral positiva -1,7
HIS Carga geral positiva -1,7
PRO Alifatico ndo polar -0, 29
ARG Carga geral positiva -7,5
GLN Polar ndo carregado -2,9
ILE Alifético ndo polar 31
GLY Alifatico ndo polar 0, 67
GLU Carga geral negativa -2,6
ELE Alifatico ndo polar 3,1
LEU Alifatico ndo polar 2,2
VAL Alifético ndo polar 2,3
LEU Alifatico ndo polar 2,2
ILE Alifatico ndo polar 3,1
GLY Alifatico néo polar 0, 67
GLU Carga geral negativa -2,6
ARG Carga geral positiva -7,5
TYR Aromatico 0,08
Somatorio -13, 97

Obs.: A hidrofobicidade foi avaliada através da determinacdo da energia livre de
transferéncia de um dado residuo, de um solvente hidrofébico para dgua, segundo tabela de
Eisenberg et al., 1992. Valores negativos- hidrofilia; valores positivos-hidrofobicidade,
segundo Lehminger et al., 1995. A razdo de hidrofobicidade entre o somatorio e os indices
de hidrofobicidade de sinal positivo e aqueles de sinal negativo foi de 0, 56 (RZ=0,56).
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5 DISCUSSAO

Extensos estudos realizados sobre a secrecdo da pele dos anfibios
revelaram dentre outros aspectos, que muitos componentes do seu
contedo apresentavam atividades toxica, hoje bastante investigadas,
tanto do ponto de vista estritamente quimico, como farmacologico, o que
gerou uma das areas que vem despertando maior interesse pelos
investigadores na atualidade.

Apesar do grande esfor¢co desprendido pelos pesquisadores nesta
area de estudo, muito ha o0 que se estudar sobre estes animais que
podem ser encontrados em muitos lugares do mundo, inclusive no
Brasil.

A regido nordeste do Brasil, pode ndo ser a que apresenta maior

diversidade de anfibios mas, certamente, contém alguns géneros de
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anuros que poderdo, em breve, vir a ser um grande motivo de
investigacdo cientifica para fins biotecnoldgico e econémico.

E possivel que o género Leptodactylus, em especial a espécie L.
pentadactylus objeto do presente trabalho, possa integrar este grupo téo
seleto de animais.

Em principio, o processo de extracdo de substancias da pele das
rds por nos estudados, ndo ofereceu grandes dificuldades; embora,
objetivando um maior rendimento do processo extrativo e um menor
desconforto dos espécimes estudados, foram utilizados com melhor
opcao, o0 processo de homogeneizacdo da pele desses animais, ao inves
do emprego de continuas doses de adrenalina como fator estimulante.

Para se ter uma idéia do significado desta diferenca, temos que o
rendimento bruto (RB) encontrado a partir de 779,7 g da pele de 46 rés
da L. pentadactylus, foi de 2,59 mg de proteina purificada/rd, enquanto
gue o processo de inducdo pelo uso de adrenalina, geralmente dava um
RB da ordem de 0,17 g de proteina purificada/rd. Dados podem também
ser encontrados na literatura especializada (Marki & Witkop, 1963).

Uma vez obtido o material bruto, restava porém a escolha do
processo de purificacdo que permitisse a obtencdo das substancias a
serem testadas nos biensaios, na melhor condicdo de purificacéo
possivel. Por esta razdo, optou-se pela utilizacdo da técnica de
cromatografia por troca-ionica em coluna de DEAE-Celulose, tendo em
vista que os principais trabalhos de purificacdo de toxinas, na atualidade,
empregam com maior frequéncia este tipo de técnica.

E interessante mencionar que por esse recurso de purificacéo
assinalado, podem ser identificadas tanto proteinas de baixo PM, como

proteinas de PM elevado.
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Das varias fracbes obtidas pelo processo cromatografico, a fracdo
correspondente a concentracdo molar de 100 mM de NacCl, foi a que
apresentou melhor atividade biolégica com predominancia de uma acéo
do tipo convulsivante, conservando suas caracteristicas ap0s 0 processo
de dessalificacao.

A andlise dos resultados a partir do emprego da técnica de
eletroforese em gel de poliacrilamida, permitiu a identificacdo de uma
banda majoritaria, com um PM estimado de 65 KD.

E interessante observar gue Labler et al. (1968), trabalhando com a
espécie Pelobates fuscus, encontrou uma toxina também de natureza
protéica com PM de 35 KD, enquanto Jaussi & Kunk (1978) trabalhando
com a espécie Tricurus cristatus, encontraram dois tipos de proteinas
com 40 e 45 KD respectivamente, exibindo potente efeito toxico. E
curioso o fato de que apesar de se tratar de espécies de anfibios distintos,
0s PM encontrados sejam parecidos; embora Brandon & Huheey em
1981, trabalhando com as espécies Pseudotriton ruber e P. montanus,
identificaram uma toxina comum a ambas as espécies estudadas, com
PM de 225 KD, alegando tratar-se da farmacologicamente conhecida
TTX. Posteriormente foi verificado que esta toxina exibiu uma atividade
bioquimica proxima da TTX, embora com peculiaridades caracteristicas,
sendo mais tarde denominada de PTTX.

As toxinas protéicas oriundas de anfibios, parecem ser
caracterizadas por proteinas de PM elevado. Embora, na realidade,
apenas trés toxinas protéicas tenham sido isoladas de anfibios até o
presente trabalho. N&o ha justificativa plausivel para o fato de que,
proteinas de valor cientifico tdo importantes tenham ficado no

esquecimento por um intersticio de quase 20 anos.
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Seja como for, tendo em vista o que foi dito acima sobre as toxinas
de anfibios até entdo isoladas, pode-se verificar que a toxina estudada
neste trabalho, apresentava também um alto PM; o que reforga, mais
uma vez, a idéia de que esta seja uma caracteristica peculiar as toxinas
protéicas de anfibios.

A realizacdo de testes enzimaticos, bem como, de tratamento
termico assinalaram que as acdes evidenciadas pelas aplicacdo da toxina
nos bioensaios, podiam ser suprimidas; confirmando a natureza protéica
do principio ativo, associado aos efeitos bioldgicos observados. Estas
caracteristicas também foram observadas por Jaussi & Kunz (1978),
embora os dados presentes no trabalho concordem com os dados de
Labler et al. (1968) e Brandon & Huheey (1981). Isto somente mediante
a utilizacdo de tratamento térmico.

Em linhas gerais, a fragcdo de substancia escolhida ndo perdia a
atividade apdés o processo de liofilizagdo, o que ajudou muito no
cumprimento do protocolo experimental idealizado para esse trabalho.

ApoOs a determinacdo da DL50, verificou-se que a via de
administragdo endovenosa, foi muito mais efetiva comparando-se com
as vias subcutanea (s. c.) e via oral (v. 0). E possivel que isto tenha haver
com a natureza bioquimica da toxina; pois, a administracdo por via oral
por exemplo, subentende a acdo de enzimas proteoliticas, bem como
variacGes de potencial de ions hidrogénio (pH), que podem inativar as
toxinas. Por outro lado, a administracdo s.c. poderia por sua vez
despertar a acdo de sistemas digestores, teciduais, podendo ter uma agao
de inativacdo da toxina também.

E interessante assinalar que Marki & Witkop (1963) trabalhando

com a ra kokoi, observaram que as toxinas obtidas apresentavam efeito
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tanto na via s.c., como e.v., ainda que nenhum efeito tenha sido
observado quando as toxinas eram administradas em camundongos por
v.0 . Labler et al. (1968), por sua vez, verificaram que a administracéo
das toxinas dos anfibios Pelobates fuscus por v. 0, ndo provocavam
efeito de até mesmo uma massa de 300 pg de toxina administrada, se
bem que a administracdo e.v. das mesmas, provocava espasmos e morte
entre 10 e 30 minutos; ja administracdo s.c. necessitava de uma dose de
100 a 200 vezes maior do que a dose efetiva. E interessante observar que
estes autores ndo realizaram a dosagem de proteinas, sendo a poténcia
das toxinas utilizadas calculadas na razao peso:peso.

Ja Jaussi & Kunz (1978), trabalhando com a espécie Triturus
cristatus, verificaram que a administracdo s.c. das toxinas obtida,
causava convulsdo alem de dano celular nos animais testados. Em linhas
gerais, frente ao que foi exposto acima, pode-se dizer que apesar de se
tratar de uma mesma variedade de animal, o efeito de suas toxinas no
organismo € caracteristico e especifico da espécie, ficando isto mais
explicitamente definitivo quando comparamos os valores obtidos para
DL5 e DE5) da toxina utilizada nesse trabalho, em relacdo as demais
toxinas, assinalando que, bem provavelmente a toxina aqui encontrada é
muito mais potente, uma vez que a DL50 foi da ordem de 560 +£128
pg/kg e uma DE5 de 230 £109 pg/kg, comparando-se por exemplo com
os valores obtidos por Jaussi & Kunz (1978), que obtiveram uma DL50
de 3,8 mg/kg, para toxina purificada em Sephadex G-200; e uma DL50 de
2,5 mg/kg, para toxina purificada em DEAE-Sephadex, quando
trabalhava com a espécie Triturus cristatus.

Brandon & Huheey (1981) trabalhando com as trés espécies P.

montanus diastictus, P. montanus e P. ruber, encontraram
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respectivamente os valores de DL50 de 3, 850 mg/kg, 2, 200 mg/kg e 235
+110 mg/kg.

Levando-se em consideracdo os dados idealizados por Loomis &
Hayes (1996), pode-se considerar a toxina utilizada neste trabalho como
extremamente toxica, uma vez que a dose necessaria para provocar 0
efeito minimo é bem inferior ao limite maximo por eles estabelecido,
que é de 1 mg ou 1000 pg/kg. Sua poténcia, por esta razdo pode ser
comparada com a poténcia de varias toxinas de serpentes venenosa, ou
seja, Naja naja oxiana (560 pg/kg), Laticauda semifasciata (850
pg/kg), Naja haje annulifera (5000 pg/kg), Naja haje annufilera
(62000 pg/kg), etc (Low, 1979).

Conforme foi dito acima, verificou-se que a toxina encontrada
nesse trabalho, pode produzir efeitos biolégicos caracteristicos e bem
definidos em relacdo as toxinas encontradas pelos outros autores, e a
sua elevada poténcia serviu de motivacdo para que 0S experimentos
fossem conduzidos segundo os objetivos pretendidos por esse trabalho.

Voltando-se agora a atencdo para os ensaios bioldgicos realizados
nesse trabalho, verificou-se que 0s animais que receberam a toxina em
diferentes dosagens, exibiram um amplo espectro de variacoes
comportamentais, embora na sua maioria associadas mais
especificamente, com alteracdes ao nivel de sistema nervoso central
(SNC).

A andlise dos registros de eletrencefalografia (EEG), permitiu a
observacdo de alteracdes significativas no padrdo grafico de espiculas e
poliespiculas associadas as regifes do hipocampo e cOrtex dos animais
estudados, caracterizando o quadro de alteracdes elétricas profundas

nessas regides, culminando com o surgimento daquilo que
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caracteristicamente corresponde a crises convulsivas e, surgindo
posteriormente a condicdo isoelétrica, caracterizando a morte cerebral
naqueles animais que eram tratados com a toxina endovenosamente; o
que pode ser tomado como uma evidéncia de que esta substancia
promove alteracdes profundas ao nivel de SNC.

A administracdo de substancias de acdo convulsivante como
diazepam e fenobarbital, nos animais sobre tratamento com a toxina na
dose de 250 pg/kg, ndo surtiu efeito verificavel sobre o padrdo de
alteracbes elétricas no hipocampo e cortex destes animais tratados; o que
poderia se esperar, uma vez que esses animais, sob a acdo da toxina na
dose acima, ndo exibiram acdo convulsivante, como também néo
morreram.

Por outro lado, a administracdo da toxina numa dose de 500 pg/kg
nos animais, promovia alteracdes no registro eletrencefalografico que
caracterizavam uma acdo convulsivante, como ja mostrado acima, mas
essas alteracbes poderiam ser suprimidas quando eram administradas as
drogas diazepam e fenobarbital nas doses de 10 mg/kg (i.m.) e 50 mg/kg
(i.m.) respectivamente. Neste caso, 0s animais geralmente morriam sem
exibir convulsao.

Tendo em vista 0 que foi exposto acima, pode-se suspeitar que o
mecanismo de acdo da toxina estudada nesse trabalho, pode envolver
alteragcbes na cinética dos canais de CT presentes nas regibes do
hipocampo e cortex, bem como possivelmente correlacionados com
alteracbes nos niveis de aminoacidos inibitorios nessas regides
especialmente 0 GABA.

E interessante mencionar que ndo ha registros de toxina protéica

extraida da pele de anfibios, com agdo neurotOxica caracterizada
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eletrencefalograficamente. Apenas Jaussi & Kunz (1978), faz referéncia
a um tipo de veneno extraido de Triturus cristatus, que quando
administrado por s.c. causava convulsdo acompanhada de dano celular;
embora ndo tinham confirmacdo desses efeitos mediante registros
eletrencefalograficos.

Para outras espeécies, alguns autores (Barrio, 1961, Habermann &
Cheng-Raude, 1975, Prado-Franceschi &Vital Brazil, 1981, Vital
Brazil, 1972) tém feito referéncias a acdo de substancias tdxicas
extraidas especialmente de serpentes com acdo convulsivante sobre
animais de laboratério. Ainda nesse propoésito, pode-se destacar o
trabalho de Mello & Cavalheiro (1989), que trabalhando com veneno da
Crotalus durissus terrificus verificaram que a microinjecdo da toxina
bruta na regido do hipocampo dorsal de rato, promovia alteracfes
significativas no padrdo de registro eletrencefalografico para as regides
do cortex occipital e hipocampo, correspondentes a altera¢des no padrdo
normal comportamental dos animais de laboratério sobre tratamento,
gue incluiam movimentos circulares, padrdes de comportamento do tipo
WDS (“wet-dog” shakes), torcdo corporal e episodios crénicos isolados.
A analise histoldgica efetuada por esses autores, revelou a presenca de
lesbes na area de inoculacdo do veneno, bem como areas distantes,
correlacionando-se a severidade das respostas observadas.

De maneira geral, frente ao que foi mencionado acima, pode-se
dizer que a produgdo de toxinas com efeitos convulsivantes ndo estio
restritas apenas a organismos reptelianos, mas que a partir desse
trabalho, espera-se que as toxinas de anfibios venham receber maior

atencdo por parte dos pesquisadores.
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A analise sequencial possivel de aminoacidos da toxina de L.
pentadactylus, revelou pelo menos duas regides de sequenciamento
interno e uma regido de sequenciamento N-terminal. A seqliéncia
interna |, apresentou um indice de hidrofobicidade de -5,82,
caracterizando-se com isso como altamente hidrofilica. A sequéncia
interna 1l, com indice de hidrofobicidade de -11,93, pareceu ser mais
hidrofilica do que a seqliéncia interna I; embora, em relacdo a sequéncia
N-terminal, cujo indice de hidrofobicidade foi de -13,97, a sua condicéo
de hidrofobicidade foi ligeiramente inferior. Em outras palavras, a regiao
de menor hidrofobicidade parece ser a correspondente a sequéncia
interna I. Em contrapartida, olhando-se atentamente os indices de
hidrofobicidade obtidos para ambas as sequéncias, pode-se dizer que a
sequéncia interna Il é a mais hidrofilica (RZ= 0, 22).

Observando-se a disposicdo dos aminoacidos nas trés sequéncias
obtidas, pode-se verificar que nessas estruturas podem existir regides
fortemente carregadas do ponto de vista elétrico, se essas estruturas
estiverem alojadas num ambiente biologico de pH aproximadamente
igual a 7,0.

Observando-se a sequéncia interna |, pode-se verificar que o
grupamento ASP GLU, confere nesta posicdo uma regido facilmente
hidrolizada por acidos, podendo esta relacionada a um possivel sitio
catalitico doador ou receptor de préton.

Na sequéncia interna Il por sua vez, pode ser verificado um grupo
semelhante interligado entre dois aminoacidos do tipo HIS, que podem
acentuar o efeito de troca de préton com o meio; embora, nessa estrutura
também haja um sequenciamento do tipo TYR TYR, que também

podem apresentar grande capacidade de troca de préton com o meio



Anjos, F.B.R, Purificagdo e estudos farmacoldgicos de uma nova NEUrotOXiNA. ........ccceeeerveeeeeurierniersesieienneas 112

bioldgico. E possivel que estes grupamentos tenham um importante
papel na definicdo dos efeitos que a toxina poderd exibir quando
inoculada no tecido bioldgico.

Finalmente na sequéncia N-terminal, podem ser identificados
grupamentos HIS HIS, como também uma trinca ASP ALA GLU,
sendo esta regido potencialmente capaz de trocar prétons com 0 meio
bioldgico. E possivel também que esta regido apresente uma forte
participacdo no delineamento das caracteristicas de acdo desta toxina.
Ainda nesta seqiiéncia de aminoacidos, pode ser identificada a presenca
de uma regido ndo polar, com uma extensdo de seis aminoacidos
(ILE_LEU_VAL_LEU_ILE_GLY), podendo esta associar-se a porcoes
hidrofobicas de sitios receptores quando da interacdo da droga com o0s
seus sitios alvos.

A comparacdo do sequenciamento de amino&cidos obtido para
toxina desse trabalho, com o sequenciamento de aminoacidos
extrapolados a partir da andlise do sequenciamento de bases
nucleotidicas de moléculas de DNAr do cromossomo das espécies L.
labyrinthicus e L. pentadactylus conforme os dados do trabalho de Sa
(1997); permitiu a verificagdo de que esta toxina, bem provavelmente
ndo podera ser transcrita a partir das informacdes génicas a contidas
neste cromossomo especificamente.

Em compensacdo, a comparacdo das sequéncias de aminoacidos
obtidas para toxina estudada nesse trabalho, com trechos de sequéncias
de aminoacidos de toxinas de varias espécies, segundo os trabalhos de
Ivanov & Ivanov (1978) e Ilvanov (1980), revelou a ocorréncia de
discretas homologias entre algumas estruturas de toxinas ja estudadas

perante a toxina de L. pentadactylus. Por exemplo, os aminoéacidos
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compreendidos entre as posicdes 17 e 22 da toxina Bombinina
da espécie Bombina spp (LEU_LYS GLY_ LEU...ALA....LEU)
(Csordas & Michl, 1970), parece ser semelhante a sequéncia
(LEULYSPROGLYILEALA), da sequéncia interna | da toxina L.
pentadactylus. J& os aminoacidos alojados entre as posicdes 111 e 121
da fosfolipase A2 de Agkistrodon halys blomhoffi (Samejima et aL,
1975), pareceu ser ligeiramente semelhante a seqiéncia interna IlI. E
curioso notar que a sequéncia (ASP... TYRVALTYR) também podem
ser verificadas nos trechos da neurotoxina IA e PA da espécie
Androctonus australis Hector (Rochat et al., 1970).

A fosfolipase A2 de Apis mellifera
(HIS...GLU...ALA.. TYR...LEU_VAL...GLY_GLU ARG...GLY...ILE..
VAL GLU) (Shipolini et al., 1974), parece exibir em alguns trechos da
sua estrutura, varios grupamentos semelhantes aqueles observado na
sequéncia N-terminal da toxina estudada nesse trabalho.

Diante do que foi visto acima, pode-se dizer que diferentes
espécies de animais podem, até certo ponto, construir as suas estruturas
moleculares; em especial as toxinas, usando uma mesma estratégia
bioquimica, associada a uma sequéncia informacional expressa em
termos de sequenciamento de aminoacidos; principalmente se esses
organismos estiverem orientados de forma ordenada na escala
filogenética e de evolucdo das espécies.

As constantes de recombinacdes desse material biologico, bem
como eventuais mutacdes localizadas, podem ter contribuido para
modificar pontos especificos de uma sequéncia de aminoacidos, mas,
determinados aspectos da estrutura com respaldo funcional podem ter

sido preservados.
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Sendo assim é possivel que os anfibios modernos ainda conservem
uma base estrutural molecular associada a suas toxinas de veneno, cujos
vestigios possam ser encontrados em outras espécies, considerando-se a
posicdo filogenética dos anfibios em relacdo as demais espécies de
organismos que hoje habitam a superficie terrestre.

Frente a tudo que foi dito acima, pode-se dizer entdo que a toxina
de L. pentadactylus, parece ser uma potente neurotoxina cuja funcgao
bioldgica esta por ser definida, embora sua acido pareca estd associada a
alteragbes de atividade nos canais de Cf, possivelmente ligados a
mudancas de aminoé&cidos inibitorios de acdo central.

Diante das consideragdes tecidas anteriormente, bem como o fato
de que bem provavelmente esta foi a primeira neurotoxina oriunda de
anfibios, estudada numa dimensdo molecular, pensou-se em denomina-la

de a-Leptoxina.

Espera-se portanto que a a-Leptoxina seja motivo de futuros
trabalhos que venham a contribuir para elucidar o seu verdadeiro
mecanismo de acdo, e que venha a servir de parametro em modelos

experimentais para avaliacdo da atividade neurolégica em animais.
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6 CONCLUSOES

Os resultados comprovam que uma toxina protéica (a-
Leptoxina) foi purificada da pele de Leptodactylus pentadactylus,
apresentando atividade biologica convulsivante. Em eletroforese a 6%
sem SDS, foi identificada uma Unica banda de proteina com atividade
convulsivante. Na eletroforese a 6% com SDS, foi estimada a presenca
de uma banda majoritaria com PM estimado de 65 KD. O RB médio do
veneno foi de 2,59 mg de toxina purificada/g de veneno bruto
liofilizado, correspondendo a 0, 26 % (p:p).

A a-Leptoxina apresenta elevada toxicidade, cujos valores de DL50
e DEb5o foram de 560 = 128 pg/kg e 230 109 pg/kg respectivamente. A
toxina age ao nivel de SNC, levando os animais a morte por convulsio;
mesmo diante de drogas anticonvulsivantes classicas como 0 diazepam e
fenobarbital, sendo neste caso provocando morte dos animais sem

registro de convulséo.
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A andlise dos aminoacidos da a-Leptoxina, mostrou que esta é
constituida de duas seqUéncias internas designadas de | e Il e de N-
terminal, cuja regido de menor hidrofobicidade foi a sequéncia interna
Il. Estes dados sugerem que trata-se da primeira neurotoxina proteica
purificada da pele de anfibios. E, com a realizacdo de estudos futuros
possa se constituir numa poderosa ferramenta biologica para estudos do

sistema nervoso.
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