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“Ha um olhar que sabe discernir o certo

do errado e o errado do certo.

Ha um olhar que enxerga quando a obediéncia
significa desrespeito e a desobediéncia
representa respeito.

Ha um olhar que reconhece os curtos caminhos
longos e os longos caminhos curtos.

Ha um olhar que desnuda, que ndo hesita

em afirmar que existem fidelidades perversas
e traicOes de grande lealdade.

Este olhar é o da alma.”

Nilton Bonder
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RESUMO

MACHADO, Marcos Monteiro. A fucose sulfatada é essencial para a condroitina
fucosilada inibir a citotoxicidade do veneno de Bothrops jararacussu e suas toxinas.
Rio de Janeiro, 2015. Tese de Doutorado (Farmacologia e Quimica
Medicinal) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

O acidente ofidico é doenca negligenciada, e possui significativo impacto no
Brasil. Dentre seus efeitos bioldgicos, o dano muscular é preocupante, pois a
soroterapia apresenta baixa eficacia reduzir esse efeito, que causa grande
morbidade aos acidentados. A serpente Bothrops jararacussu € uma das principais
serpentes venenosas da regido sudeste no Brasil, e apresenta um potente efeito
miotdxico. O objetivo do estudo é avaliar a habilidade do sulfato de controitina
fucosilada (fucCS) e seus derivados, o sulfato de condroitina defucosilada (defucCS)
e o sulfato de condroitina carboxi-reduzida (fucCS-CR) em inibir atividades téxicas
do veneno bruto de B. jararacussu e suas toxinas isoladas, as bothropstoxinas
(BthTX-I e BthTX-Il). A atividade miotéxica in vitro induzida pelo veneno bruto (25
pg/mL), pela BthTX-1 sozinha (10 yg/mL) e pelas toxinas juntas foram antagonizadas
pelo fucCS e pelo fucCS-CR (50 pg/mL), o que nao ocorreu com o defucCS.
Observou-se um mesmo padrao de inibicdo pelo fucCS (1 e 10 mg/kg) em outros
protocolos experimentais como o0 aumento dos niveis plasmaticos de
creatinoquinase (CK), a reducdo do conteudo de CK muscular e o aumento da
mieloperoxidase (MPO) no musculo induzida pelo veneno isolado e pelas toxinas. O
fucCS (10 mg/kg) ainda foi capaz de prevenir parcialmente a redu¢cdo do namero
total de leucdcitos no sangue induzida pelo veneno bruto de B. jararacussu e o

edema induzido pelo veneno e pelas toxinas. Além disso, o efeito pro-coagulante do

veneno foi antagonizado por concentragcdes crescentes do fucCS (0,01-0,08 ug/uL),



Vii

embora esse polianionte tenha sido incapaz de impedir 0 sangramento na cauda e a
hemorragia na pele, esta ultima induzida pelo veneno de Bothrops jararaca. As
atividades fosfolipasica, hialuronidasica, proteolitica e colagenéasica do veneno de B.
jararacussu foram inibidas in vitro pelo fucCS (10-300 ug/mL), com maior eficacia
nas duas primeiras. A microscopia de luz do musculo extensor dos dedos (EDL)
mostrou uma mioprotecéo pelo fucCS (1 e 10 mg/kg), onde areas necroticas, edema
e células inflamatorias foram reduzidas quando comparadas ao veneno sozinho. No
experimento de cromatografia por afinidade, o fucCS interagiu com componentes do
veneno bruto, possivelmente as bothropstoxinas. Por fim, fucCS também inibiu a
atividade fosfolipasica induzida pela BthTX-Il. Esses resultados sugerem que o
fucCS pode ser capaz de interagir com ambas as toxinas. De forma conjunta, os
dados mostram que o fucCS foi capaz de inibir a miotoxicidade e a inflamacao
induzidas pelo veneno de B. jararacussu e suas toxinas fosfolipasicas. Dessa forma,
o fucCS possui potencial para ser usado como adjuvante no tratamento de

mordedura por serpentes no futuro.

Palavra-Chave: Bothrops jararacussu, sulfato de condroitina fucosilada (fucCS),

BthTX-I, BthTX-Il, miotoxicidade

Rio de Janeiro
Outubro / 2015
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ABSTRACT

MACHADO, Marcos Monteiro. A fucose sulfatada é essencial para a condroitina
fucosilada inibir a citotoxicidade do veneno de Bothrops jararacussu e suas toxinas.
Rio de Janeiro, 2015. Tese de Doutorado (Farmacologia e Quimica
Medicinal) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

Snakebite is neglected disease, and has possui significant impact on Brazil.
Among biological effects, muscle damage is worrying because sorotherapy has low
efficacy to antagonize this effect, which induces high morbidity to injuried people. The
Bothrops jararacussu snake is one of the main venomous snake in southeast region
of Brazil, and particularly presents strong myotoxic effect. The aim of this study is to
assess the ability of fucosylated chondroitin sulfate (fucCS), and its derivatives,
defucosylated chondroitin sulfate (defucCS) and carboxy-reduced fucosylated
chondroitin sulfate (fucCS-CR) to inhibit toxic activities of B. jararacussu crude
venom and its isolated toxins, named bothropstoxins (BthTX-lI and BthTX-Il). The in
vitro myotoxic activity induced by crude venom (25 ug/mL), by BthTX-I (10 pg/mL)
alone and by toxins together were abolished by fucCS and fucCS-CR (50 pg/mL),
while the same did not happen with the defucCS. We observed the same pattern of
response to other experimental protocols with fucCS (1 and 10 mg/kg) like in the
inhibition of the increase in plasma creatine kinase (CK) levels, skeletal muscle CK
content and myeloperoxidase (MPO) activity induced by crude venom and isolated
toxins. FucCS (10 mg/kg) partially prevented the reduction of total leukocytes in
blood when pre-incubated with crude venom and edema induced by crude venom
and its toxins. Furthermore, the venom procoagulant effect was completely

antagonized by increasing concentrations of fucCS (0.01-0.08 pg/uL), although this

polyanion could stop neither the tail bleeding nor the skin hemorrhage induced by



Bothrops jararaca venom. The B. jararacussu phospholipase, hyaluronidase,
proteolytic and collagenase activities were inhibited in vitro by fucCS (10-300 ug/mL),
the two former activities. Light microscopy of extensor digitorum longus muscle (EDL)
muscle showed myoprotection by fucCS (1 e 10 mg/kg), once necrotic areas, edema
and inflammatory cells were all decreased as compared to venom injection alone. In
affinity chromatography experiment, fucCS interacted with crude venom components,
possibly the bothropstoxins. Lastly, fucCS also inhibited BthTX-1l phospholipase
activity. These results suggest that fucCS was able to interact with both toxins.
Altogether, data show that fucCS was able to inhibit myotoxicity and inflammation
induced by B. jararacussu venom and its phospholipase toxins. Thus, fucCS has the

potential to be used as an adjunct in the treatment of snakebites in the future.

Key words: Bothrops jararacussu, fucosylated chondroitin sulfate (fucCS), BthTX-I,

BthTX-II, myotoxicity

Rio de Janeiro
October / 2015
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1. INTRODUCAO

1.1. Epidemiologia dos acidentes ofidicos

Empeconhamento por serpentes € um problema de salde publica em paises
tropicais, uma vez que 0 mesmo acarreta graves consequéncias que podem variar
desde amputacdo de membros & morte. Os acidentes ofidicos possuem incidéncia e
mortalidade maiores que doencas consideradas mais graves como febre
hemorrdgica causada pela dengue, célera, doenca de Chagas, leishmaniose,
esquistossomoses e febre amarela (Williams e cols., 2010). No mundo, as regides
tropicais sdo as que possuem maior incidéncia de casos e maior numero de ébitos
relacionados aos mesmos, sendo as regides do sul e sudeste asiatico as que mais
afetadas, quando comparadas a Africa, América Latina e América Central (fig. 1).

No Brasil, 0 nimero de acidentes peconhentos com serpentes no periodo de 2003-

i - f‘l ) e £
s e 35} =
— = s —= &
Number of envenomings per GBD regions
GBD region per year
| <1000 1 Asia Pacific, High Income 8 Europe, Central 16 North Africal Middle East
2 Asia, Central 9 Europe, Eastorn 16 North America, High Income
[ 1001 - 10000 3 Asia, East 10 Europe, Western 17 Oceania
- 10001 - 100000 4 Asia, South 11 Latin America, Andean 18 Sub Saharan Africa, Central
5 Asia, Southeast 12 Latin America, Contral 19 Sub Saharan Africa, East
I >100000 8 Suslnlash 13 Latin America, Southern ;t: gu": ;.;m ::rx South
3 7 Caribb an , West
Not estimated aribbean 14 Latin America, Troplcal

Figura 1 Estimativa regional de envenenamentos por serpentes (Retirado de Kasturiratne e
cols., 2008).



2013 correspondeu a cerca de 30 mil casos anuais, sendo o0 género Bothrops
responsavel por 90% dos casos de serpentes identificadas, seguido pelos géneros
Crotalus, Lachesis e Micrurus com 7,7%, 1,4% e 0,4% das ocorréncias,
respectivamente (Brasil, 2015). No Estado do Rio de Janeiro, localizado na regiao
sudeste brasileira, alguns municipios localizados nas regiées Noroeste Fluminense e
a Regido Serrana apresentaram alta incidéncia de acidentes ofidicos. Dentre esses
municipios encontram-se grandes produtores de feijao e hoticultura, como o
municipio de Varre-Sai e Bom Jardim (fig. 2) (Bochner & Struchiner, 2004). Estudos
mostram uma correlacdo entre altas taxas de mortalidade por acidentes ofidicos e
baixo indice de Desenvolvimento Humano, alto percentual de trabalhadores na
agricultura, baixo Produto Interno Bruto e baixo investimento em saude, o que
demonstra que a pobreza esta fortemente correlacionada com consequéncias do
ofidismo (Harrison e cols., 2009). Devido a essa maior exposi¢ao, os trabalhadores
rurais de paises pobres sdao o principal grupo de prevaléncia de casos de
empeconhamento (Pinho & Pereira, 2001).

Dentre as serpentes do género Bothrops, a espécie Bothrops jararacussu
destaca-se pela sua distribuicdo ampla na regido sudeste e por seu potencial
citotoxico. Essa serpente caracteriza-se por possuir e presas retrateis bem
desenvolvidas que podem inocular grande quantidade de veneno no local da
mordedura (fig. 3) (Milani Jr. e cols., 1997).

Embora exista uma alternativa terapéutica que apresente uma excelente
relacdo custo-efetividade, que € a soroterapia especifica, a mesma ainda apresenta
ineficacia em sua capacidade de impedir os danos teciduais no local da mordedura
pela serpente (Melo & Suarez-Kurtz, 1988; Brown & Landon, 2010). A situacdo ainda

€ agravada devido a demora no atendimento do acidentado, o que acarreta dificul-
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Figura 2 Coeficiente de incidéncia de acidentes por serpentes no Estado do Rio de Janeiro
no periodo de 1990 a 1996. (Retirado de Bochner & Struchiner., 2004).

dades no tratamento do empeconhamento, que contribuem com lesGes no tecido
muscular que acabam incapacitando esses individuos (Gutiérrez e cols., 2006;
Chippaux, 2008; Warrell, 2010). A soroterapia é pouco eficaz no antagonismo da
mionecrose causada pelos componentes do veneno, e nao existem ainda
alternativas terapéuticas e clinicas que melhorem esses efeitos (Mebs, 1986; dos
Santos e cols., 1992; Cardoso e cols., 1993; Zamunér e cols., 2004; da Silva e cols.

2007; Gutiérrez e cols., 2009). Estudos recentes mostram que polianiontes como a



heparina, suramina, o fucoidan (isolado de fontes marinhas) extratos de plantas
como a Eclipta prostrata, Casearia sylvestris e Combretum leprosum séo eficazes na
neutralizacdo de miotoxinas in vitro e in vivo. (Mors et al., 1989; Melo e cols., 1993;
Melo e cols.,1994; Lomonte e cols., 1994; Borges e cols., 2000; Calil-Elias e cols.,
2002a; Arruda e cols., 2002; Murakami e cols., 2005; Azofeifa e cols., 2008;
Fernandes e cols., 2014).

Dessa forma, os acidentes ofidicos constituem um problema de saude
publica, uma vez que os problemas sociais causados pelo mesmo incapacitam
pessoas em sua faixa etaria produtiva, e devido a sua incidéncia, que chega a mais

de 13 casos por 100 mil no pais (Brasil, 2015).

Figura 3 Serpente da espécie Bothrops jararacussu.

1.2. Composicao e atividades da pegconha de Bothrops jararacussu

Os venenos das serpentes crotalideas possuem substancias que, quando
inoculadas no tecido podem causar efeitos locais como edema, inflamagéo,
mionecrose, e efeitos sistémicos como distirbios hemodinamicos, cardiotoxicidade,
lesédo renal e mioglobindria, e hipotensdo (Gutiérrez & Lomonte, 1995; Melo &
Ownby, 1999; Gutiérrez & Ownby, 2003; Koh e cols., 2006; Montecucco e cols.,

2008). Esses venenos sdo compostos por uma grande diversidade de substancias



como fosfolipases A,, metaloproteases, serino-proteases, miotoxinas, pequenos
peptideos, cardiotoxinas, L-aminoacido oxidases, desintegrinas, lectinas do tipo-C,
ions metalicos, aminas biogénicas, carboidratos, aminoacidos, lipideos e
nucleosideos (Mebs & Ownby, 1990; Sanchez e cols., 1992; Tu, 1996; Markland,
1998; Aird, 2002; Koh et al., 2006; Correa-neto e cols., 2010; Kang et al., 2011).
Estudos de imunoma e transcriptoma demonstram que o veneno de Bothrops
jararacussu possui fosfolipases A,, metaloproteases, lectinas do tipo-C, proteinas
indutoras de apoptose vascular, serino-proteases, L-aminoacido oxidases, proteina
semelhante a ablomina, proteinas precursoras de veneno rico em cisteina (CRISP),
fartor de crescimento neural (NGF) (Kashima e cols., 2004; Corréa-neto e cols.,
2010). Dentre estas, as fosfolipases A, que possuem diversos efeitos bioldgicos,
principalmente na indug&o de resposta tecidual local como edema e miotoxicidade

(Gutiérrez & Ownby, 2003).

1.2.1. Fosfolipases e miotoxicidade

As fosfolipases (FLA;) compdem a principal familia de substancias quimicas
responsaveis pelas atividades biolégicas de venenos de diversos animais
peconhentos desde anfibios até insetos (Burke & Dennis, 2009). As FLA, induzem a
hidrélise especifica das ligagbes ésteres sn-2 dos fosfolipideos, promovendo a
liberacdo do acido araquiddnico, importante precursor de eicosanoides que
participam do processo inflamatorio. As FLA, sdo enzimas que possuem uma
estrutura que varia entre 119 e 134 aminoacidos, baixa massa molecular, variando
entre 13 e 15 kDa, necessitam de célcio para atividade bioldgica, e apresentam entre
6 e 8 pontes dissulfeto, para conferir estabilidade a sua estrutura. As fosfolipases

secretadas por glandulas de animais peconhentos possuem estrutura tridimensional



semelhante a de fosfolipases A, secretérias (sFLA;) de mamiferos. Elas possuem
um “loop” chamado de “loop” pancreatico com residuos importantes para a formacao
de uma rede catalitica como as regides His48, Asp49, Tyr52 e Asp99. Esses
aminoacidos sdo importantes na capacidade de ligacdo da molécula de agua a FLA,
(His 48), dos ions célcio (Asp 49) e polarizacdo dos grupos fosfato e sn-2 carbonila
da molécula de fosfolipideo durante a hidrélise. A alteracdo bioquimica desses
residuos, seja por moléculas ou mutacdes, é capaz de alterar diversos efeitos
biolégicos como a perda das atividades enzimatica, edematogénica, miotoxica,
citotdxica, bactericida e anticoagulante (Arni & Ward, 1996; Soares & Giglio, 2003;
Burke & Dennis, 2009; Montecucco e cols., 2008). Além disso, alquilacdo dos
residuos His48 diminuem sua miotoxicidade, mas ndo a sua antigenicidade
(Guimarées et al., 2014).

As FLA,, provenientes de diversos animais, podem induzir neurotoxicidade,
miotoxicidade, citotoxicidade, edema; promover a desestabilizacdo de membranas
artificiais; possuir efeito anticoagulante, anti-agregante plaquetario, hemolitico,
convulsivante, hipotensivo; e possuir atividade bactericida, anti-HIV, anti-malaria e
antiparasitaria (Soares & Giglio, 2003). Ndo s6 apenas as fosfolipases
enzimaticamente ativas sdo capazes de promover essas atividade, haja visto que as
enzimaticamente inativas sdo capazes de ativar processos fisiologicos como
proliferacdo e migragédo celular (Valentim & Lambeau, 2000a). Dentre as toxinas
presentes no veneno de B. jararacussu destacam-se duas miotoxinas fosfolipasicas
denominadas bothropstoxina-1 (BthTX-1) e bothropstoxina-ll (BthTX-1l). A BthTX-I
possui 0 aminoacido lisina na posicao 49 de sua sequéncia estrutural, enquanto que
a BthTX-Il possui um aspartato nessa posicdo. Dessa forma, essa Ultima é capaz

hidrolisar fosfolipideos das membranas celulares (Gutiérrez & Ownby, 2003), uma



propriedade conferida pelo aspartato. Ja a BthTX-I, enzimaticamente inativa, é capaz
de se ligar ao sarcolema, sem promover a hidrélise de fosfolipideos. No entanto, ela
pode causar lesdo celular, possivelmente por uma interacdo de cargas, ja que essas
FLA, possuem carater cationte, em contraste ao carater anionte da membrana
plasmética (Ownby e cols., 1999; Valentim & Lambeau, 2000b, Murakami e cols.,
2005). Além disso, outras diferencas entre ambas as toxinas incluem a presenca de
trés triptofanos na BthTX-I e dois na BthTX-II, 9 tirosinas na BthTX-I e 10 na BthTX-

Il, 2 fenilalaninas na BthTX-I e 4 na BthTX-Il, 2 histidinas na BthTX-l e 1 na BthTX-lI

(fig.4).

BthTx.| | MRTLWIMAVL | LVGVEGSLFE | LGKMILQETG | KNPAKSYGAY
BthTx.|| | MRTLWIMAVL | LVGVEGDLWQ | FGQMILKETG | KLPFPYYTTY
BthTX-| | GCNCGVLGRG | KPKDATDRCC | YVHKCCYKKL | TGCDPKKDRY
BthTX-Il | GCYCGWGGQG | QPKDATDRCC | FVHDCCYGKL | TNCKPKTDRY
BthTX-I | SYSWKDKTIV | CGENNPCLKE | LCECDKAVAI | CLRENLGTYN
BthTX-Il | SYSRENGVII CGEGTPCEKQ | ICECDKAAAV | CFRENLRTYK
BthTX-I | KKYRYHLKPF | CKKADPC

BthTX-Il | KRYMAYPDVL | CKKPAEKC

Figura 4 Sequéncia de aminoacidos das BthTX-I e BthTX-II.

As FLA, podem promover diferentes alteragbes de acordo com o tecido,
independente das mesmas serem capazes ou ndo de promoverem a hidrélise de
fosfolipideos, e essas alteracées dependem do tipo de tecido exposto as FLA, (Kini
& Evans, 1989; Lomonte e cols., 2003). No caso da miotoxicidade, por exemplo,
ocorre com a ruptura da membrana plasmatica, que promove um aumento da
concentracdo do calcio intracelular e potencializacdo dos efeitos das toxinas, além
de estimular enzimas celulares a promoverem a apoptose. Apés a lesdo muscular,
ocorrem edema e reacdo inflamatéria com consequiente recrutamento de células in
flamatorias como macréfagos e leucocitos para o local da lesdo (Gutiérrez &

Lomonte, 1995; Gutiérrez & Ownby, 2003). As toxinas no veneno de B. jararacussu



sao formadoras de poro na membrana e causam despolarizacdo e degradacéo da
membrana plasmatica de células musculares esqueléticas (Harris, 2003; Melo &
Ownby, 1996, Tomaz e cols., 2008). Esses efeitos ocorrem tanto com a BthTX-I, que
promove a formagado de poros por interagdo de cargas, quanto com a BthTX-Il que
hidrolisa os fosfolipideos de membrana, que culmina com a mesma formacdo de
poros.

No entanto, a miotoxicidade pode ocorrer ndo apenas acao direta das
enzimas fosfolipasicas, mas também pelo comprometimento da microcirculacao
local, que ocorre tanto pela formacdo do edema quanto pela acdo de toxinas
hemorragicas (Mebs & Ownby, 1990; Sanchez e cols., 1992; Tu, 1996; Gutiérrez &
Ownby, 2003). Além disso, as toxinas FLA, isoladas da serpente Bothrops
jararacussu provocam um aumento primario da concentracdo intracelular de célcio,
este proveniente das vesiculas do reticulo sarcoplasméatico, seguido por um aumento
secundario causado pelo influxo do calcio extracelular (Cintra-Francischinelli e cols.,
2009; Schaffazick e cols.,, 2010). Independentemente das capacidades das
miotoxinas, a citotoxicidade dos venenos crotalideos parece depender de aceptores
celulares ainda nao identificados, que aumentam a afinidade da ligacédo das toxinas
ao tecido por interacfes divalentes (Montecucco e cols., 2008; Cintra-Francischinelli
e cols., 2009).

Diversos antagonistas naturais e sintéticos tém sido descritos com a
capacidade de inibir os efeitos miotdxicos das FLA, de serpentes crotalideas. Dentre
eles, destacam-se polianiontes como heparina e suramina; produtos marinhos como
o fucoidan; extratos de plantas; substancias isoladas como a wedelolactona; e
substéancias envolvidas na inativacéo de residuos-chave da FLA, como o brometo de

p-bromofenacil (acetilacdo da His48) e o sulfonato de nitrobenzeno (trinitrofenilacéo



do Tyr52) (Melo e cols., 1993; Melo & Ownby, 1999; Arruda de cols., 2002; Azofeifa
e cols., 2008). A heparina, um polissacarideo enddégeno, possui comprovada
atividade antiofidica contra veneno do género Bothrops (Melo et al., 1993, Rostelato-
Ferreira et al.,, 2010). Uma isoflavona isolada da Dipteryx alata (“baruzeiro”)
demonstrou ser capaz de inibir paralisia neuromuscular induzida pelo veneno de B.
jararacussu e a miotoxicidade induzida tanto pelo veneno bruto quanto pela BthTX-I,
assim como o extrato bruto de Combretum leprosum (“mofumbo”) (Fernandes e
cols., 2014; Ferraz e cols., 2014).

As miotoxinas fosfolipdsicas possivelmente também participam da
miotoxicidade por outros efeitos pleiotrépicos, como a inibicdo da Ca®'-ATPase
reticular pela BthTX-II e alteracdo na expressao de SERCAL pelo veneno bruto de B.
jararacussu em musculo esquelético (Schaffazick et al., 2010; Ayres et al., 2015). A
BthTX-I também é capaz de promover o bloqueio neuromuscular in vitro, embora
essa atividade ndo tenha significAncia clinica, uma vez que empeconhamento por
serpentes do género Bothrops néo induzem neurotoxicidade in vivo (Gallacci &
Cavalcante, 2010). Também foi descrita a capacidade da BthTX-l em estimular a
secregao de insulina pela células B-pancreaticas (Fagundes e cols., 2011). Além
disso, essas toxinas e o veneno bruto de B. jararacussu sao capazes de promover
dano ao tecido muscular cardiaco (Sifuentes e cols, 2008; Rodrigues e cols., 2014).

Outro grupo de substancias envolvidas com a miotoxicidade sao as
metaloproteases, que promovem isquemia e dano muscular, como conseqiéncia de
hemorragias e dano na microcirculacdo. Dentre fatores que contribuem para essa
hipotese esta a observacdo da mionecrose, lesdo observada na histologia apés
exposicdo a acdo de desintegrinas do veneno de serpentes do género Bothrops, que

ocorre somente in vivo, 0 que sugere que ocorra um dano secundario a hemorragia,
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e ndo uma agdo miotoxica direta pela metaloprotease sobre o tecido muscular. As
metaloproteases de venenos de serpentes (SVMP) além de danificarem a
microcirculacdo podem impedir a regeneracao do tecido muscular, por promoverem
a destruicdo da lamina basal, interrupcdo do fluxo sanguineo adequado, o que
impede a ativacéo de células satélites, fundamentais para a regeneracgdo (Gutiérrez

& Rucavado, 2000).

1.2.2. Hialuronidases

As hialuronidases sédo enzimas capazes de degradar o &cido hialurénico e
estdo presentes em peconhas de diversos seres vivos como serpentes, vespas,
lagartos, abelhas, fungos, bactérias, bacteri6fagos, parasitas, sanguessugas,
crustaceos, nematddeos, peixes, coelhos, camundongos, macacos e humanos
(Frost e cols., 1996; Kemparaju & Girish, 2006). Essas enzimas muitas das vezes,
por estarem presentes em pequenas quantidades, sdo negligenciadas quanto a
capacidade de promoverem significativas alteracbes biolégicas (Kreil, 1995). Elas
podem ser divididas em trés grupos: as hialuronoglicosaminidases; as
hialoglicosidases e as hialuronidases bacterianas, que atuam em diferentes sitios
para degradarem o acido hialurénico. Esses diferentes grupos de hialuronidases
promovem diferentes clivagens com a formacéao de tetra e hexassacarideos como
produto final. As hialuronidases de veneno de serpentes pertencem ao grupo das (-
eliminases que clivam as ligagdes 3 1-4 glicosidicas do acido hialurénico, formando
dissacarideos insaturados (Girish e cols., 2009).

O &cido hialurénico (HA) é um polissacarideo acido, linear, sendo composto
de unidade repetitivas de acido glucurdénico e N-acetilglicosamina unidos por

ligacdes B1-3 e B1-4, possui um carater superficial negativo, massa molecular de até
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6000 KDa, auséncia de sulfato e ndo esta ligado de forma covalente a nenhuma
proteina ancoradora. Ele € o principal constituinte da substancia fundamental amorfa
presente na matriz extracelular, e apresenta um aspecto viscoso e impede a
penetracdo de particulas estranhas no interior dos tecidos. Ele atua como um “cola”
que segura proteinas e mondmeros de agrecanos através de sua estrutura linear
para fornecer um suporte mecénico a matriz extracelular. Além disso, o HA confere
uma alta viscosidade as solu¢cbes e esta envolvido em processos biolégicos como
fertilizacdo, desenvolvimento embrionario, migracdo e diferenciacdo celular,
tratamento de feridas, inflamacdo e crescimento e metastase de células tumorais
(Kreil, 1995; Frost e cols., 1996; Kemparaju & Girish, 2006; Girish & Kemparaju,
2007; Girish e cols., 2009). O HA ainda tem um papel importante na prevencao do
colapso circulatério que pode ser causado por queimaduras, sepse e choque,
principalmente o causado por bactérias gram-negativas, além de importante papel
na promocao da tumorigénese (Mio & Stern, 2002). Essa protecdo ocorre devido ao
HA ser um expansor de espaco extracelular, pois se liga a grandes quantidades de
sais, ions metalicos e agua (Mio & Stern, 2002; Kemparaju & Girish, 2006).

O veneno de B. jararaca possui uma SVMP, a Jararafibrase-l capaz de
promover a difusdo de toxinas sistémicas, devido a sua capacidade de degradar o
acido hialurdonico, mesmo quando inibida por anticorpos que previnem a
coagulopatia induzida pelo veneno (Kemparaju & Girish, 2006). Foram descritos
diversos inibidores de hialuronidase de venenos de serpentes e cobras como
proteinas, glicosaminoglicanos, polissacarideos, acidos graxos, alcaloides,
flavandides e terpendides, polifendis e substancias antioxidantes, lanostandides e
saponinas, farmacos antiinflamatorios, antialérgicos e antibioticos (Girish e cols.,

2009), embora nenhum para a serpente B. jararacussu.
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Além disso, os produtos da degradacdo do HA que possuem alta massa
molecular podem causar um efeito antiinflamatorio, o que contribuiria para a
resposta do individuo a um empeconhamento, enquanto que os fragmentos de baixa

massa molecular possuem um efeito inflamatério. (Kemparaju & Girish, 2006).

1.2.3. Componentes do veneno envolvidos na hemostasia

1.2.3.1. Metaloproteases

Metaloproteases sdo enzimas que possuem multidominios dependentes de
Zn?" e sdo capazes de promoverem a protedlise de diversas proteinas estruturais ou
funcionais. As metaloproteases de veneno de serpentes (SVMP) se assemelham as
metaloproteases de matriz (MMPs) e sdo classificadas de Pl a PIll, incluindo
subtipos, de acordo com a constituicdo de seus dominios. O primeiro grupo (Pla) é
composto apenas pelo dominio metaloprotease com o sitio de ligacdo do zinco; o
segundo grupo PII, compostp pelas subdivisdes Plla, Plib, Plic, Plid e Plle, possui
dominios adicionais ndo-cataliticos como desintegrinas; o terceiro grupo é composto
de dominios tipo desintegrinas e dominios ricos em cisteina, nas subdivisées Pllla,
Plllb e Pllic. Aléem disso, o ultimo grupo possui a subdiviséo Pllld que € composto de
todos componentes de outros subgrupos PIIl mais dois dominios tipo lectinas
conectados por ligacdes dissulfeto ao dominio rico em cisteina (Fox & Serrano,
2008).

Uma caracteristica muito comum das metaloproteases é possuirem algum
efeito sobre o sistema hemostatico. Algumas SVMP sdo capazes de causar
hemorragia in vivo, principalmentes as pertencentes ao grupo Plll. J& as

metaloproteases da familia Pl, comumente promovem um efeito pro-coagulantes
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(Bjnarsson & Fox, 1994; Baldo e cols., 2001; Fox & Serrano, 2009). O veneno de B.
jararaca possui diversas metaloproteases que induzem hemorragia e distarbios da
hemostasia, inibem a agregacdo plaquetaria, se ligam ao colageno, causam
apoptose de células endoteliais, além de ativar fibroblastos, liberar angiostatina,
citocinas e quimiocinas, e recrutar leucécitos. A principal delas é a jararagina, uma
metaloprotease da classe PIlIl. Essa metaloprotease é considerada responsavel pela
degradacdo de proteinas de matriz, que causa o0 enfraquecimento da ligacdo de
células endoteliais, e, consequentemente, lesam o0 endotélio e causam angiorrexis,
um mecanismo no qual ocorre perda de oferta de sangue e oxigénio a determinado
tecido (Jia e cols., 1996; Kamiguti, 2005; Moura-da-Silva e cols., 2007). A jararagina
também é capaz de causar apoptose em células endoteliais, através da clivagem de
caderinas e cateninas, que prejudicam a adesédo das jungdes comunicantes e
causam a ruptura da actina do citoesqueleto (Moura-da-Silva e cols., 2007).

Outras SVMPs do veneno de B. jararaca conhecidas como jararafibrase Il, IlI
e IV podem promover a hemoaglutinagdo na faixa nanomolar, efeito este
antagonizado por quelantes de calcio (Maruyama e cols., 2002). O veneno de B.
jararacussu possui metaloprotease da classe Plll, chamada de BjussuMP-I (Mazzi e
cols., 2004; Mazzi e cols., 2007), que possui atividade hemorragica, atividade
fibrinolitica com preferéncia de degradacao da cadeia Aa do fibrinogénio em relagéo
a cadeia B, e capacidade de inibir a agregacao plaquetaria causada pelo ADP ou
colageno (Mazzi et al. 2007). J& a BjussuMP-Il, também isolada do veneno de B.
jararacussu, € capaz de causar a protedlise do fibrinogénio, colageno, fibrina,
caseina e gelatina. Assim como a BjussuMP-I, a BjussuMP-II & incapaz de causar

miotoxicidade, hemorragia e letalidade (Marcussi e cols., 2007).
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Metaloproteases de outros venenos do género Bothrops também séo capazes
de promoverem hemorragia in vivo através da destruicdo parcial da lamina basal
(Gutiérrez & Rucavado, 2000). Outras metaloproteases podem atuar na lamina basal
através da degradacao de proteinas como colageno, laminina, fibronectina e elastina
(White, 2005).

Demonstrou-se que diversas substancias como o clodronato e a doxicilina séo
capazes de antagonizar os efeitos hemorragicos, coagulante e desfribrinogenante de
metaloproteases (Rucavado e cols., 2008). E, clinicamente, algumas SVMP podem
ser utilizadas como tratamento e prevencdo da trombose e doencas
cardiovasculares, ou como ferramentas de diagndstico de disturbios hemostéaticos

(Koh e cols., 2006; Ramos & Selistre-de-Araujo, 2006).

1.2.3.2. Serino-proteases “thrombin-like”

As serino-proteases de veneno de serpentes (SVSP) sdo enzimas definidas
por um um mecanismo catalitico comum que inclui um residuo de serina altamente
reativo, que desempenha um papel essencial na formacdo de um complexo
transitério de acil-enzimas. As SVSP podem possuir atividade fibrinogenolitica e
fibrinolitica. Ela possuem grande capacidade de interferir em componentes da
cascata de coagulacao, fibrinolitico e do sistema de calicreinas-cininas do sistema
hemostatico. No entanto, a clivagem do fibrinogénio ocorre com seletividade maior
pelo fibrinopeptideo A ou B, na maioria dos casos, ou igualmente para ambos,
promovendo a coagulacdo (Serrano & Mauron, 2005). As SVSP atuam de forma
semelhante a trombina, embora com significativas diferencas estruturais e ndo tenha
seletividade entre os fibrinopeptideos, como a mesma. As SVSP isoladas do veneno

de serpentes do género Bothrops ndo sao capazes de ativar o fator Xlll, induzir a
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agregacao plaquetaria e ativar o fator V, induzindo a coagulagéo (Kini e cols., 2002;
Serrano & Mauron, 2005). Contudo, essa incapacidade de ativagdo do fator Xl
associada a liberacdo de apenas um fibrinopeptideo, acarreta na formacao de um
tampao de fibrina frouxo, que logo € disperso. Um exemplo é a batroxobina, isolada
do veneno de B. atrox, que possuicapacidade de produzir majoritariamente o
fibrinopeptideo A e ndo forma rede de fibrina estavel (Kini e cols., 2001; Serrano &
Mauron, 2005).

Ja foram isoladas diversas SVSP do veneno de B. jararacussu. Zaganelli e
cols. (1996) isolaram a FC-Bj, de massa molecular de cerca de 56 KDa, atividade
coagulante do fibrinogénio, capaz de degradar tanto cadeias Aa quanto Bp do
fibrinopeptideo. Além disso, ela possui atividade amidolitica e atividade tipo
calicreina, demonstrada pela contracédo de ileo e hipotenséo seguida de bradicardia.
Alguns inibidores de proteases sédo capazes de inibir seus efeitos, PMSF e
benzamidina, e outros incapazes, como a heparina. Uma outra serino-protease
isolada foi descrita por Andrido-Escarso e cols. (1997), sendo esta de massa
molecular entre 30 e 37 KDa e possui seletividade para degradacdo de
fibrinopeptideo Aa. Além disso, possui atividade esterasica e coagulante. Ja
Bortoleto e cols. (2002) descreveu uma outra SVSP chamada Jararacussina-l, que
possui uma massa molecular de cerca de 28 KDa, capaz de clivar as cadeias de
fibrinopeptideos Aa e BB com temperatura e pH 6timos de 37 °C e 7.4-8.0,
respectivamente. Possui também atividade esterasica.

A BjussuSP-I, isolada e caracterizada por Pérez e cols. (2007), é incapaz de
causar miotoxicidade, recrutamento de leucdcitos, hemorragia, alteracdes
morfolégicas, aumentar a hemorragia intravascular ou causar a formacdo de

trombos. No entanto, ela possui um importante efeito na desfibrin(ogen)acdo e
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causam um discreto edema. Por sua vez, Sant'’Ana e cols. (2008) demonstraram a
atividade pré-coagulante e tipo calicreina dessa enzima, e auséncia de atividade
sobre plaquetas. Além disso, foi possivel constatar a presenca de dois sitios de N-
glicosilacdo, que aumentam em 50% a capacidade de formacéo da rede de fibrina
por essa SVSP. Essa N-glicosilagdo, de acordo com Silva-Junior e cols. (2007),
também € importante na atuacdo SVSP BJ-48, que possui uma preferéncia na
degradagao da cadeia B3, que acarreta na formacgéao de rede de fibrinas fracas.
Dessa forma, o consumo de fibrinogénio e fibrina pelas SVSP acarretam um
efeito hemorragico posterior, uma vez que ocorre a deplecao desses elementos e,
consequentemente, a incapacidade de formacao de etapas cruciais para a formacao

da rede de fibrina e do plugue plaquetario (Markland Jr., 1998).

1.2.3.3. Fosfolipases A,

As FLA, podem promover a hidrélise de fosfolipideos pré-coagulantes
essenciais para a ativacdo tanto da via extrinseca quanto da via intrinseca da
cascata de coagulacdo sanguinea. Algumas fosfolipases possuem alta afinidade por
fosfolipideos anibnicos, como a fosfatidilserina, que participa da atividade pré-
coagulante, e podem assim induzir hemorragia pela hidrélise dos mesmos. Assim, 0s
disturbios hemodinamicos dessas enzimas poderiam ocorrer devido a competicéo de
FLA, por fatores de coagulacéo para se ligarem a esses fosfolipideos (Mounier e
cols., 2001). Ja foi descrita uma regido basica chamada de ‘regido anticoagulante’,
gue compreende os residuos 55-80 das FLA,, e que o efeito anticoagulante dessas
FLA; € inibido pela acetilacdo de residuos de lisina. Dessa forma, sugere-se que as
cargas positivas das lisinas seriam importantes para o efeito anticoagulante, ndo

relacionando esse efeito a sua atividade enzimatica, devido a regido da toxina em
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que se encontram esses aminoacidos. Além disso, outras FLA, podem inibir a
coagulagao por se ligarem diretamente ao fator Xa, um mecanismo independente de
fosfolipideos (Mounier e cols., 2001). Andrido-Escarso e cols. (2000) descreveu que
a BthTX-Il, uma fosfolipase enzimaticamente ativa do veneno de B. jararacussu, €
capaz de induzir hemorragia, efeito esse totalmente inibido pelo tratamento como o
brometo de p-bromofenacil.

Kini (2005) demonstra a importancia de fatores importantes para atividade
anticoagulante de fosfolipases, como: (a) a preservacao do residuo ativo His48, (b) a
presenca de fosfolipideos hidrolisaveis, (c) a presenca do Ca*', e (d) atividade
catalitica e ndo somente a capacidade de se ligar a fosfolipideos. No entanto, outros
fatores como: (a) a falta de correlacdo entre atividade catalitica e poténcia
anticoagulante, (b) relacdo entre hidrolise de fosfolipideos plasméticos e efeito
anticoagulante, (c) reversdo do efeito anticoagulante por anticorpos ap0s exposi¢ao
a FLA;, e (d) modificacbes quimicas; reforcam a hipotese do efeito anticoagulante
ser independente da atividade catalitica. Dessa forma, existem evidéncias que

ambos os mecanismos contribuam para a atividade anticoagulante.

1.2.3.4. Outros componentes que afetam a hemostasia

As lectinas do tipo C afetam as plaquetas por se ligarem ao fator de von
Willebrand (VWF) ou receptores como GPIb, a2bl e GPVI. Dessa forma, esse grupo
de enzimas pode causar a aglutinacdo de células sanguineas, estimular células
presentes em tecidos periféricos e se ligar a enzimas coaguladoras. Um exemplo, &
a botrocetina, isolada do veneno de B. jararaca, que forma um complexo trimolecular
com o VWF e GPIb para ativar as plaquetas. Além disso, a interacdo de lectinas do

tipo C com a GPIb pode causar tanto a inibicdo da ativacdo das plaquetas quanto a
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aglutinacdo das mesmas (Lu e cols. 2005). A jararafibrase Ill, uma SVMP que
contém lectina do tipo C de baixo peso molecular (20 KDa) pode contribuir para o
efeito hemorragico do veneno de B. jararaca por promover hemoaglutinacédo
(Maruyama e cols., 2002).

L-Aminoacido oxidases (LAAOs) sdo flavoenzimas homodiméricas que
catalisam a desaminacdo oxidativa de um substrato L-aminoacido para um a-
cetoacido com amoénia e peréxido de hidrogénio (H20;), sendo este ultimo produto
capaz de inibir a agregacao plaquetaria, pois impediria a interacdo entre a integrina
GPIIb/llla de plaquetas ativadas e fibrinogénio, de acordo com alguns autores.
Outros, no entanto, defendem que o peréxido de hidrogénio pode possuir efeito pro-
coagulante, embora por mecanismo ainda desconhecido (Lu e cols., 2005). As
LAAOs estdo presentes em serpentes viperideas, crotalideas e elapideas, e
possuem outros efeitos como a inducdo de apoptose, atividades bactericida,
antiparasitarias e antivirais, e atividades hemorragica e edematogénica (Zuliani e
cols., 2009; Correa-neto e cols., 2010.).

Desintegrinas possuem entre 40 e 80 aminoacidos e contém uma sequéncia
de RGD (Arg-Gly-Asp) ou KGD (Lys-Gly-Asp) na parte carbéxi-terminal da molécula
e inibem a agregacdo plaquetaria via GPIlIb/llla causada por ADP, trombina,
colageno e acido araquiddnico. Aléem disso, podem interagir com integrinas das
subfamilias b1 e b3, incluindo o receptor de fibrinogénio GPIIb/llla, os receptores de

vitronectina e fibronectina, e influenciarem na hemostasia (Lu e cols., 2005).

1.3. Inflamagé&o no empeconhamento
O efeito pro-inflamatério causado pelo veneno de B. jararacussu é um

importante fator que pode exacerbar o dano tecidual local. As toxinas sédo capazes
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de liberar agentes pré-inflamatérios endégenos como TNF-q, IL-1, IL-6 e INF-y, além
da ativacéo de leucdcitos, sendo que glicocorticoides como a dexametasona podem
antagonizar efeitos como a ativacdo e migracado de leucdcitos (Moura-da-Silva e
cols., 2007; Patrdo-Neto e cols., 2013). Ja foram descritos componentes de
serpentes do género Bothrops como uma metaloprotease isolada do veneno de B.
asper, a BaPl, que é capaz de ativar, além dos fatores ja citados, o sistema
complemento gerando o fator C5a, uma quimiocina que auxilia no recrutamento de
leucécitos; e também promove uma hipernocicepcdo de articulagbes por
mecanismos de aumento concentracdes de TNF-a e de PGE; (Fernandes e cols.,
2007) . Além disso, a jararagina, presente no veneo de B. jararaca, também é uma
potente toxina inflamatéria e aumenta os niveis de leucoOcitos na area injetada,
principalmente de neutréfilos, além de recrutar macréfagos. Isso ocorre pois ela
possui a capacidade de mimetizar a atividade de metaloproteases de matriz em
digerir a membrana basal dos vasos sanguineos, causando o extravasamento de
leucécitos; e também pela ativacdo direta de macréfagos com consequente liberacéao
de mediadores inflamatorios (Moura-da-Silva e cols., 2007). Além disso, a jararagina
também é capaz de induzir hiperalgesia mecanica por aumento de citocinas pro-
inflamatorias como TNF-a, INF-y e NFKB (Ferraz e cols., 2015).

Um dos principais componentes capaz de promover resposta inflamatoria € a
fosfolipase, que induz mionecrose, que é seguida por uma abundante invasédo de
infiltrado  inflamatdrio. Nesse processo 0s leucocitos polimorfonucleares,
principalmente neutrdéfilos, séo os primeiros a chegar a area lesada, de 3 a 6 horas
apos a inoculacao do veneno, seguida por macrofagos horas mais tarde (Gutiérrez &
Ownby, 2003). Teixeira e cols. (2003) demonstraram que a deplecdo de neutrofilos

nao diminui a extensédo do dano agudo ao musculo induzido pela miotoxina | (Lys49)
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do veneno de B. asper, o que demonstra que a participacdo dessas ceélulas ndo séo
essenciais para o dano tecidual muscular, ja que elas chegam ao local da leséo
horas ap0s a inje¢cdo do veneno. No entanto, neutréfilos e macréfagos possuem um
papel fundamental na remoc¢éo do tecido necrético, uma etapa essencial para uma
regeneracdo adequada do musculo, o que foi demonstrado pela incapacidade de
regeneracdo muscular de camundongos neutropénicos apds injecdo do veneno
(Teixeira e cols., 2003). No entanto, a dexametasona € capaz de reduzir o dano
tecidual muscular, mesmo sendo incapaz de antagonizar in vitro a miotoxicidade
induzida pelo veneno de B. jararacussu (Patrdo-Neto e cols., 2013). As FLA, do
veneno B. jararacussu (BthTX-l1 e BthTX-Il) sdo capazes de induzir edema, efeito
este que € inibido pelo brometo de p-bromofenacil e pela heparina (Landucci e cols.,
1998). O veneno bruto de B. jararacussu é capaz de promover uma resposta
inflamétoria dependente de prostandides e neutrdéfilos. Evidenciou-se um aumento
nos niveis de TNF-a, IL-18 e COX-2 durante a resposta edematogénica (Wanderley
et al., 2014). Estudos recentes mostraram que receptores Toll-like do tipo 4 (TLR4)
exercem um papel protetor na prevencdo de um dano muscular induzido pelo
veneno de B. jararacussu (Paiva-Oliveira et al, 2012).

A Bothropstoxina-l, isolada do veneno de B. jararacussu, é capaz de induzir a
migracao leucocitaria in vitro, um processo inibido por inibidores de proteina quinase
C (PKC) e pela toxina pertussis. Isso sugere que as FLA, do veneno de serpentes
causam migracao leucocitaria através da ativacdo de FLA, endogenas, proteinas
ligadoras de GTP, e PKC, e ndo somente através de fatores liberados apos o dano
tecidual. Assim, aumento de polimorfonucleares no tecido afetado pelo veneno de
serpentes pode ter participacdo de FLA, citosolicas dessas células que promovem

aumento da degranulacdo e motilidade celular (Du e cols., 2006). Sundell (2003)
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demonstra que ocorre uma interacdo de fosfolipideos anibnicos expostos em
polimorfonucleares ativados com as FLA; do veneno, sendo estas endocitadas e
contribuem para a producdo de quimioatraentes responsaveis pelo acumulo de
polimorfonucleares no local da mordedura.

Outros componentes presentes no veneno de serpentes podem interferir na
resposta inflamatéria como a clivagem de P-selectinas por metaloproteases, a
interacao entre plaquetas e neutrofilos. A jararagina é capaz de promover o acumulo
de leucécitos na éarea lesionada, um mecanismo parcialmente dependente de
atividade catalitica e da presenca de macrofagos. Recentemente, foram descritas
outras substancias como lectinas que sao capazes de promoverem a migracao e
ativacdo de leucécitos humanos, induzindo a resposta imune inata do hospedeiro.

(Elifio-Esposito et al., 2011).

1.4. Substéncias antagonistas

Diversas substancias foram descritas como antagonistas de componentes de
venenos de serpentes do género Bothrops. Dentre estas destacam-se produtos
naturais e polianiontes. O primeiro grupo compreende plantas como Casearia
Sylvestris, Humirianthera ampla, Combretum leprosum, Eclipta prostrata, Harpalyce
brasiliana, Mikania glomerata e Pentaclethra macroloba (Mors e cols., 1989; Mors e
cols., 2000; Soares e cols., 2005; Strauch e cols., 2013; Fernandes e cols., 2014).
Dentre os polianiontes, tem especial destaque a heparina e a suramina, ambas com
efeitos inibidores sobre o veneno bruto de B. jararacussu e suas toxinas
fosfolipasicas.

Melo e cols. (1993) e Arruda e cols. (2002) demonstraram que a heparina e a

suramina, respectivamente, sao capazes de antagonizar diretamente efeitos
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miotdxicos do veneno de B. jararacussu. Isso € extremamente relevante, uma vez
que Da Silva e cols. (2007) demonstraram que 0 soro antibotropico produzido por
laboratérios publicos brasileiros sdo incapazes de antagonizar efetivamente a
miotoxicidade induzida por esse veneno bruto na concentragdo neutralizante
recomendada.

Além disso, o fucoidan, um polissacarideo isolado de fontes marinhas com um
carater polianionte, foi capaz de reduzir a miotoxicidade in vivo induzida pelo veneno
bruto de B. asper (Azofeifa e cols, 2008). Embora exista uma extensa bibliografia de
substancias capazes de antagonizar atividades diversas do veneno da serpente B.

jararacussu, nenhum desses tornou-se um adjuvante a soroterapia.

1.5. Sulfato de Condroitina Fucosilada (fucCS) e seus derivados

O sulfato de condroitina fucosilada (fucCS), um polissacarideo isolado da
parede do corpo do pepino-do-mar Ludwigothurea grisea, possui uma estrutura
quimica semelhante ao sulfato de condroitina de mamiferos. Assim, eles possuem
um esqueleto principal que se alterna entre os residuos de acido 3-D-glucurénico e
N-acetilgalactosamina. No entanto, ele pode possuir substituicées de sulfato ou de
cadeias de a-L-fucopiranoses monossulfatadas ou dissulfatadas na posicdo 3 do
acido B-D-glucurdnico (Vieira e cols., 1991; Mouréo e cols., 1996; Mourao & Pereira.,
1999; Borsig e cols., 2007), residuos estes de fucopiranoses que protegem o fucCS
da degradacéo por condroitinases. No entanto, apds hidrolise acida parcial com
acido sulfurico, que remove os residuos de fucose sulfatados, obtém-se um derivado
defucosilado (defucCS), que possui propriedade quimicas e fisiologicas distintas do
fucCS e que pode sofrer degradacédo parcial pelas condroitinases. O fucCS pode

sofrer outros tratamentos que originam uma molécula semelhante a original, mas
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que sofreu uma carbéxi-redugdo na carboxila ligada ao carbono 5 do acido B-D-
glucurdnico, o que origina o derivado carboxi-reduzido (fucCS-CR) (fig. 5) (Vieira e
cols., 1991).

Por possuir semelhanca quimica com outros glicosaminoglicanos com acdes
fisiolégicas como a heparina, dermatan sulfato e sulfato de condroitina, investigou-se
e constatou-se que o fucCS possui potencial terapéutico no tratamento da
aterosclerose, hemodidlise, fibrose, infecgbes virais e hiperglicemia (Mourdo, 2004;
Pomin, 2014). Parte desse potencial, como o uso em hemodialise, como
anticoagulante e antitrombdtico, se justifica pelo fato desse polissacarideo possuir
potente acao anticoagulante, efeito esse causado por sua habilidade de potencializar
a inibicdo da trombina tanto pela heparina cofator 2 quanto pela antitrombina
(Mouréo e cols., 2001). No entanto, essa propriedade anticoagulante € perdida apoés
0 processo de dessulfatacdo e desfucosilagdo, demonstrando que esses residuos
sulfatados sdo importantes para esse efeito. Além disso, a reducédo do grupamento
carboxila (fucCS-CR) néo interfere na propriedade potencializadora da antitrombina
do fucCS (Mourdo e cols., 1996), o que corrobora a importancia dos residuos de
fucose sulfatada nesse efeito. Mourdo e cols. (1998) demonstraram que o fucCS
também possui um efeito antitrombotico, que é dependente da concentracéo
plasmatica do polimero, e o esse efeito € mantido na carboxi-reducdo ou perdido
com a remocgao dos residuos de fucose, assim como na avaliagdo da atividade
anticoagulante. Além disso, o0 tempo de sangramento € aumentado em duas vezes
com uma dose entre 1 e 5 mg/kg de fucCS (Mourao e cols., 1998. Mouréo, 2015). O
fucCS também demonstrou capacidade de inibir a interagcdo de L- e P-selectinas
com sialil-Lewis™ e sialil-Lewis?, essenciais para a migracdo celular, o que acarreta

uma forte reducéo no recrutamento de neutrofilos durante o processo inflamatorio e
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blogueio de metastases de células tumorais (Borsig e cols., 2007). O fucCS ainda &
capaz de modular o crescimento vascular do musculo liso, de otimizar o processo de
proliferacdo celular, de induzir a angiogénese in vitro, e de promover a
reorganizacdo da actina no citoesqueleto (Tapon-Bretaudiere e cols., 2000; Tapon-
Bretaudieére e cols., 2002). Uma vantagem do fucCS quando comparado a outros
glicosaminoglicanos utilizados terapeuticamente é que o0 mesmo pode ser
administrado por via oral, ja que ele € resistente a digestao por enzimas que clivam
os glicosaminoglicanos (Fonseca & Mouréo, 2006). O fucCS pode causar hipotensao
quando administrado até 5 mg/kg por via intravenosa, o que pode limitar 0 seu uso
clinicamente, embora n&do se saiba se o seu uso oral interfere com os parametros
hemodinamicos (Fonseca e cols., 2010).

O defucCS é um derivado que perde as propriedades que o fucCS possui na
hemostasia, sendo o residuo de fucose sulfatada essencial para essas propriedades,
uma vez que a defucosilacdo e a desulfatacdo aboliram a propriedade antitrombotica
do fucCS, propriedade essa mantida ap0s a carboxi-redugcdo. Tanto fucCS-CR
quanto fucCS possuem valores de tempo parcial de tromboplastina ativada (aPTT)
semelhantes, embora o fucCS-CR tenha uma média de tempo de sangramento um
pouco menor que o fucCS (Mourdo et al., 1996, 1998), in vivo. A defucosilacéo
promove a perda da maioria das atividades do fucCS ja descritas,e a sulfatacao
também parece ter um papel importante na manutencao de alguns desses efeitos
(Pomin, 2015).

Dessa forma, devido ao potencial do fucCS para ser utilizado como
antiveneno, como descrito anteriormente (Machado, 2010), é necessario que se

investigue o mecanismo de acdo de sua inibicdo das atividades enzimaticas e o
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antagonismo dos efeitos toxicos do veneno de B. jararacussu e o potencial de seus

derivados frente a exposi¢cao ao veneno bruto e suas toxinas isoladas.
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Figura 5 Estruturas quimicas do fucCS, do defucCS e do fucCS-CR.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

Avaliar a atividade antiofidica do sulfato de condroitina fucosilada (fucCS) em
experimentos in vitro e in vivo usando o veneno bruto de Bothrops jararacussu e
suas toxinas isoladas, BthTX-lI e BthTX-Il, e determinar a relagéo de sua estrutura

quimica com sua atividade.

2.2. Objetivos Especificos

1) Determinar a habilidade do Sulfato de Condroitina Fucosilada (FucCS), do Sulfato
de Condroitina Fucosilada carbéxi-reduzido (fucCS-CR) e do Sulfato de Condroitina
Defucosilado (defucCS) em antagonizar a atividade citotoxica e enzimatica do
veneno de B. jararacussu (BJU) em modelos experimentais, a saber:

in vitro:
a) as atividades fosfolipasica, proteolitica, hialuronidasica e colagenasica;
b) a atividade miotoxica usando o musculo extensor digitorum longus (EDL) de
camundongos;
c) a atividade pro-coagulante do veneno no sangue de camundongos;

in vivo:
d) as atividades miotoxica, hemorragica, edematogénica, contagem de células
sanguineas e MPO no musculo EDL;

e) Avaliar o musculo EDL em microscopia de luz apds exposi¢cao ao veneno.

2) Investigar a capacidade do fucCS em antagonizar a citotoxicidade e inibir

atividades enzimaticas das BthTX-1 e BthTX-lIl em modelos experimentais, a saber: a
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atividade fosfolipasica da BthTX-ll e a atividade miotdxica usando o musculo
extensor digitorum longus (EDL) de camundongos (in vitro); e a miotoxicidade,

edema e atividade mieloperoxidasica (in vivo).

3) Avaliar a interacdo do fucCS com os componentes do veneno de BJU em uma

coluna de afinidade.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS

3.1.1. Animais

Foram utilizados camundongos suicos (Mus musculus) adultos, de ambos o0s
sexos e pesando cerca de 25 + 5 g. O animais foram mantidos a temperatura de 22
+ 2 °C, em ciclo de 12 horas de claro-escuro e receberam agua e racao “ad libitum”.
A manipulacdo e procedimentos com o0s animais obedeceram aos principios da
Comisséo de Etica de Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (UFRJ), sendo a aprovacao dos mesmos registrada pelo protocolo DFBCICB

026.

3.1.2. Reagentes

Os venenos de Bothrops jararacussu e Bothrops jararaca foram adquirido de
criador particular de serpentes. O fucCS, o defucCS e o fucCS-CR foram
gentiimente cedidos pelo Prof. Paulo Antdnio de Souza Mourdo do Instituto de
Bioquimica Médica (IBQmed/UFRJ). A BthTX-I e a BthTX-Il foram cedidas pela Prof.
Adélia Cristina Oliveira Cintra da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto da Universidade de Sao Paulo (USP). Para analise da creatinoquinase (CK) foi
utilizado o kit da marca Bioclin®. O azocolageno, a azocaseina, o Tris, o cetremide,
o taurocolato de sodio e a albumina foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St.
Louis, EUA). Ja o acido hialurénico utilizado foi adquirido da Fluka® (St. Louis, EUA)

e os demais reagentes utilizados foram de grau analitico.



29

3.2. METODOLOGIA

3.2.1. Atividade fosfolipésica

A atividade fosfolipasica foi determinada através da adaptacdo do método
turbidimétrico de Marinetti (1965). Utilizou-se como substrato uma suspensao de
gema de ovo de galinha, rica em fosfatidilcolina. Para o preparo da solugéo estoque
(SE), a gema de ovo fresca foi separada da clara, coada e diluida em solugédo de
NaCl 150 mM até o volume de 100 mL. A partir da SE, foi preparada uma solucéo
trabalho (ST), a partir da diluicdo de 10% (v/v) da SE com NaCl 150 mM. A ST foi
diluida ou concentrada pela adicdo de NaCl 150 mM ou SE, respectivamente, de
forma que uma amostra de 200 yL da ST e 800 uL de NaCL 150 mM ao ser avaliada
a absorbancia a 925 nm obtivesse uma leitura na faixa de absorbéncia entre 0,700 —
0,750. A reacao ocorreu em placas de ELISA de 96 pocos, tendo como volume final
de solugao 200 uL e foram lidas em espectofotdmetro a 925 nm apds a adicao das
solugdes a cada 5 minutos durante 30 minutos. Para cada poc¢o adicionou-se 4 uL
de CaCl, 1M, 5 pL taurocolato de sédio 0,4%, 5 uL tampéao Tris-HCI (pH 7,5; 0,2 M),
60 pL da ST e solucdo salina suficiente para o volume final de 200 pyL. O volume
correspondente ao veneno e fucCS foi de 20 uL, retirado do volume da solucdo
salina. A adicéo do veneno (10 pg/mL), da BthTX-I (2,5-10 pg/mL), BthTX-1l (2,5-10
pug/mL), da polilisina (2,5-10 pg/mL), do fucCS (1-30 pg/mL), do defucCS (1-30
pg/mL) e do fucCS-CR (1-30 pg/mL) ocorreram antes da adicdo das solucdes, e
adicionou-se 180 uL da solugdo teste. Os resultados foram expressos como
porcentagem da variacdo da absorbancia entre os minutos registrados em relacéo

ao controle.
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3.2.2. Atividade proteolitica

O estudo da atividade proteolitica foi realizado pelo método descrito por
Garcia e cols. (1978). O método consiste na digestdo de azocaseina e leitura do
grupamento azo liberado para a solugcdo, que gera coloracdo alaranjada. Foi
preparada uma solucdo de azocaseina 0,4% diluida em solugcéo 1:1 de salina 0,9%
e NaOH 0,05 M. Em cada tubo de ensaio foram adicionados 100 pL da solucéo de
azocaseina a 0,4% (concentracao final 0,2%), 50 yuL de tampéao Tris-HCI 0.2 M, pH
7,5, 4 yL CaCl, 1 M (concentracdo final de 20 mM) e agua destilada gsp para 200
ML. O volume correspondente ao veneno (10 pg/mL), ao fucCS (1-300 pug/mL), ao
defucCS (1-300 pg/mL) e ao fucCS-CR (1-300 pg/mL) foi subtraido do volume de
adgua destilada. A reacdo ocorreu durante 90 minutos a temperatura de 37 °C e foi
interrompida pela adicdo de 100 pL de acido tricloroacético a 15%. Cada tubo de
ensaio foi centrifugado a 5000 rpm, a 20 °C durante 5 minutos. Ap6s esse processo,
aliquotas de 150 uL do sobrenadante foram retiradas e, entéo, adicionadas a 75 uL
de NaOH 2M e medida a absorbancia em placas de ELISA no espectofotometro a
420 nm. Foi considerada como zero de atividade a leitura correspondente a aliquota
sem 0 veneno e os resultados foram apresentados em percentual de atividade do

controle do veneno versus concentracao de fucCS.

3.2.3. Atividade hialuronidéasica

A atividade hialuronidasica foi avaliada através do método de di Ferrante e
cols. (1956). Foi utilizado como substrato o acido hialurénico bovino (Fluka®, St.
Louis, EUA) para avaliar a degradacdo do mesmo através da diminuicdo da turbidez
da solucédo. O acido hialurénico foi reconstituido com tampéao acetato-acido acético

0,2 M + NaCl 0,15 M pH 6,0. Foram adicionados ao pocos da placa de ELISA 100
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png/mL de &cido hialurénico e completado com o tampao para um volume final de
reacado de 100 pL. O veneno (50 upg/mL), o fucCS (1-10 pg/mL), o defucCS (1-10
pug/mL) e o fucCS-CR (1-10 pg/mL) foram adicionados antes do &cido hialurénico,
sendo seus volumes descontados do tampéo. A solugéo permaneceu por 60 minutos
a 37 °C. Ao término, foram adicionados 200 pL de cetremide 2,5% e aguardou-se 5
minutos em temperatura ambiente, para realizar a leitura em espectofotdometro a 400
nm. O tamp&o acetato-acido acético foi utilizado como tubo branco e os resultados
expressos em funcao da atividade hialuronidasica do veneno em relacdo a atividade

na presenca de diferentes concentracdes de fucCS e seus derivados.

3.2.4. Atividade colagenasica

A avaliacdo da atividade colagenasica do veneno de B. jararacussu foi
realizada pelo método colorimétrico adaptado de Chavira Jr. e cols. (1984).
Preparou-se uma solucao 0,3% de azocolageno (Azocoll®, Sigma-Aldrich, St. Louis,
EUA) diluido em tamp&o Tris-HCI 0,2 M pH 7,5. Esse substrato confere coloragéo
lilds a solucdo apds degradacdo e liberagdo do grupamento azo. Adicionou-se a
cada tubo de ensaio 200 pL dessa solugcéo (concentracao final de 0,2%), 6 pL de
uma solucdo de CaCL, a 1M (concentracao final de 20 mM) e a solugdo tampéao
guantidade suficiente para 300 pL. Nos grupos que foram adicionados o veneno (50
pg/mL), o fucCS (1-200 pg/mL), o defucCS (1-200 pg/mL) e o fucCS-CR (1-200
pg/mL) os volumes foram subtraidos do tampéo. A solucédo foi mantida a 37 °C por
90 minutos e agitada levemente a cada 10 minutos. Ao término desse periodo, 0s
tubos foram centrifugados, coletados 150 uL do sobrenadante e a absorbancia final

da solucdo foi lida em espectofotometro a 520 nm em placas de ELISA. Os
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resultados foram expressos em func¢do da atividade colagenésica do veneno na

presenca de diferentes concentracdes de fucCS e seus derivados.

3.2.5. Miotoxicidade in vitro

Foram utilizadas preparacdes de musculo extensor digitorum longus (EDL) de
camundongos para avaliacdo da lesdo muscular. Os musculos foram
cuidadosamente dissecados, de tenddo a tenddo, com auxilio de microscopio
estereoscopico e, posteriormente, montados em cubas acopladas a um sistema de
perfusdo com capacidade de 2 mL, constantemente aerada com mistura
carbogénica (5% CO, + 95% O,) e banhados em meio nutridor com a seguinte
composi¢cdo em mM: NaCl (135,0); KCI (5,0); MgCl, (1,0); NaH,PO4 (1,0), NaHCO3
(15,0) e dextrose (11,1), a temperatura ambiente (25°C). Os musculos foram
perfundidos por 30 minutos em perfusdo continua durante tempo suficiente para
estabilizar a taxa basal de liberagdo de CK e aqueles que tiveram fibras lesadas
foram desprezados (Melo & Suarez-Kurtz, 1988). Apds essa etapa, preparou-se
solucbes para perfusdo contendo solucdo nutridora e o veneno bruto de B.
jararacussu (25 pg/mL), toxinas (10 pg/mL) ou associado ao fucCS (10-50 pg/mL),
defucCS (50 pg/mL) ou fucCS-CR (50 pg/mL) por 15 minutos a temperatura
ambiente. A cada 30 minutos a solucdo nutridora com diferentes tratamentos e as
amostras coletadas foram estocadas a temperatura de 4°C para analise da atividade
de CK (Suarez-Kurtz & Eastwood, 1981), e novas soluc¢des perfundidas. Ao final de
cada experimento, os musculos foram pesados para correcédo da taxa de liberacao
de CK em relacdo a massa de musculo. Para a determinacéo da atividade de CK foi
utilizado o kit, sendo o resultado expresso em unidades de enzima liberada para o

meio nutridor por grama de musculo por hora (U. g*. h™), onde cada unidade de CK
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representa a quantidade de enzima que catalisa a fosforilagdo de 1 uM de creatina

por minuto a 25°C.

3.2.6. Atividade pré-coagulante

Para analise do efeito de fucCS na atividade pro-coagulante do veneno de B.
jararacussu, foi realizada a contagem do tempo de coagulacédo in vitro, através do
método de Lee & White (1913) modificado. Para tal procedimento, o sangue de
camundongos foi coletado pelo saco conjuntival em capilares de micro-hematdcrito
nao-heparinizados. Esses capilares foram previamente preenchidos com um volume
de 15 pL de PSS, veneno (0,1 pg/uL) sozinho ou incubado com concentracdes
crescentes de fucCS (0,01-0,8 pg/pL) e, posteriormente, os capilares foram
completados com sangue até o volume maximo dos mesmos (70 uL) e o tempo de
coagulacdo determinado. Os resultados foram expressos em percentagem
considerando-se como 100% de atividade do veneno a diminuicdo do tempo grupo

controle menos os valores do grupo veneno.

3.2.7. Miotoxicidade in vivo

3.2.7.1. Avaliagéo da atividade de CK no plasma

Para avaliagdo da lesdo muscular in vivo foi utilizada a analise da atividade de
creatinoquinase (CK) no plasma. Os camundongos foram injetados com dose de 1
mg/kg de veneno bruto de B. jararacussu (1 mg/kg) ou das toxinas (1 mg/kg),
associadas ao fucCS (1 e 10 mg/kg), defucCS (1 mg/kg) ou fucCS-CR (1 mg/kg) na
regido posterior da pata posterior. Apos 2 horas da injecdo, os animais foram

anestesiados e 0 sangue coletado do saco conjuntival, por intermédio de capilares
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de microhematocrito heparinizados e centrifugado por 5 minutos a 11000 rpm em
centrifuga de microhematdécrito. A atividade de CK no plasma foi determinada pelo
método cinético em espectrofotbmetro no comprimento de onda de 340nm, sendo a
atividade enzimética expressa em U/L. Cada unidade de CK representa a
guantidade de enzima que catalisa a fosforilagcdo de 1 yM de creatina por minuto a

25°C. (Melo & Suarez-Kurtz, 1988).

3.2.7.2. Anédlise do contetdo de CK no musculo

Para a analise do conteddo de CK no musculo EDL, os camundongos
receberam uma injecdo perimuscular do veneno (1 mg/kg) ou toxinas (1 mg/kg),
associadas ao fucCS (1 e 10 mg/kg), defucCS (1 mg/kg) ou fucCS-CR (1 mg/kg) e
apos 24 horas eles foram anestesiados e sacrificados com éter etilico. Os musculos
EDL do membro posterior direito de cada animal foram dissecados e isolados sem
os tenddes, secos em papel de filtro absorvente e pesados. Em seguida clivados em
pequenos fragmentos e colocados em um tubo de ensaio com 500 uL de solucao
contendo brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTAB) (5 g em 1L de tampéo fosfato
50 mM, pH 6,0) para homogenizagédo (IKA — ULTRA — TURRAX, T 25 basic, 20.500
rpm), sendo conservado no gelo. Apos a homogenizacao, retirou-se 250 pL da
solucéo e adicionou-se a 100 yL de albumina 2% e 150 uL de salina 0,9%. Utilizou-
se 5 uL dessa solugéo para analise do conteudo total de CK em espectrofotdmetro
no comprimento de onda de 340 nm. Os valores foram expressos em unidades por

grama de tecido muscular (U/g). (Melo e cols., 1994)
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3.2.8. Avaliagdo do sangramento na cauda

Para avaliacdo da atividade de fucCS frente ao aumento do tempo de
sangramento da cauda causado pelo veneno de B. jararacussu (0,1-0,3 mg/kg)
sozinho ou associado ao fucCS (1 mg/kg), utilizou-se camundongos suicos pesando
cerca de 30 g. Estes foram anestesiados com pentobarbital (i.m.) e xilazina (i.p.) nas
doses de 50 mg/kg e 2,5 mg/kg, respectivamente, e tiveram 1 cm distal da cauda
cortado, sendo esta imersa em um tubo de ensaio com o volume de 4 mL de agua
destilada. Durante uma hora o tempo de sangramento da cauda dos animais foi
analisado e ap0s esse periodo cada tubo de ensaio foi colocado no vértex por cerca
de 10 segundos. Em seguida, foram coletados 100 uL da solugao do tubo de ensaio
e diluidos com 900 pL de agua destilada, realizada a leitura no espectofotdbmetro a
540 nm, e os resultados expressos em valores de absorbancia (Dejana e cols.

1979).

3.2.9. Avaliacéo do sangramento na pele

Para avaliacdo da atividade hemorragica dos camundongos foi utilizado o
método descrito por Melo e cols. (1994). Os camundongos tiveram sua regido
ventral depilada e foram injetados, por via intradérmica, com 100 pL das solugdes de
solucdo salina fisiologica (PSS), de veneno de B. jararaca (1 mg/kg) associada ou
ndao ao fucCS (1-10 mg/kg). Duas horas ap0s a injecdo, os animais foram
sacrificados sob anestesia com éter etilico. As peles foram retiradas, estiradas e
estocadas por 72 horas a temperatura ambiente (25°C). Depois de secas, as peles
foram raspadas e recortadas em quadrados de 3,0cm de lado ao redor do ponto
central da hemorragia. A intensidade da lesdo hemorragica foi determinada pela

quantificacdo da densidade Optica, empregando luz policromatica em equipamento
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desenvolvido em nosso laboratdrio. As leituras dos valores obtidos nos tratamentos

foram expressas unidades arbitrarias (Melo e cols., 1994).

3.2.10. Atividade edematogénica

Para avaliar a atividade edematogénica do veneno de B. jararacussu utilizou-
se paquimetros para medir as distancias antero-posterior e latero-lateral no membro
posterior do camundongo. O grau do edema observado nos animais foi realizado
multiplicando os valores obtidos destas medidas e expresso em mm? Os
camundongos foram divididos em grupos com 4 animais e receberam uma injecao
intramuscular no musculo posterior da pata, da dose de 1 mg/kg para o veneno de
BJU, BthTX-I e BthTX-Il, sozinhos ou associados ao fucCS (1 e 10 mg/kg) em 60 pL
de volume final. Em todos os animais as coxas foram medidas com o paquimetro

nos tempos 0, 15, 30, 60, 90 e 120 minutos apdés a injecao (Melo e cols., 2010).

3.2.11. Leucometrial total

O sangue utilizado para avaliacdo de células inflamatérias foi coletado do
saco conjuntival dos camundongos expostos ao veneno de B. jararacussu e tratados
com fucCS (1 e 10 mg/kg), defucCS (1 mg/kg) e fucCS-CR (1 mg/kg) através de
capilares de microhematécritos preenchidos com citrato de sodio para uma
concentracéo final de 3,8%. Para a contagem da leucometria total foram diluido 20
puL do sangue anticoagulado em 380 pL de Liquido de Turck (2 ml de acido acético
glacial em 1L de agua destilada, com algumas gotas de violeta Genciana). Esta
solucéo promove hemoalise pelo acido acético e a coloracéo leve dos leucécitos pela
violeta genciana, permitindo a visualizacdo destes ao microscopio Optico. Foram

adicionados 10 pL da diluichio a camara de Neubauer para a contagem dos
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leucécitos, que ocorreu nos quatro quadrados maiores das arestas da camara,
sendo o0 numero obtido multiplicado por cinquenta, que € o fator de diluicdo. O
resultado expresso pelo nimero de células por mm® de sangue de acordo com
Inwood e cols. (1983). O resultado final foi expresso em variagdo em porcentagem

do namero de células apds a adicao dos diversos protocolos experimentais.

3.2.12. Andlise do conteudo de MPO no musculo

Para a analise do conteiddo de CK no musculo EDL, os camundongos
receberam uma inje¢do perimuscular do veneno (1 mg/kg) ou toxinas (1 mg/kg)
associadas ao fucCS (1 e 10 mg/kg), defucCS (1 mg/kg) ou fucCS-CR (1 mg/kg) e
apos 24 horas eles foram anestesiados e sacrificados com éter etilico. Os musculos
EDL do membro posterior direito de cada animal foram dissecados e isolados sem
os tenddes, secos em papel de filtro absorvente e pesados. Em seguida clivados em
pequenos fragmentos e colocados em um tubo de ensaio com 500 uL de solugao
HTAB para homogenizacdo (IKA — ULTRA — TURRAX, T 25 basic, 20.500 rpm),
sendo conservado no gelo. Apés a homogenizacdo, utilizou-se 100 pL do
homogeneizado, que foi adicionado a 900 pyL de uma solugdo contendo o-
diasinodina 1 mM e agua oxigenada 0,001%. Realizou-se a leitura em
espectofotbmetro a cada 30 segundos durante 3 minutos a 450 nm. Os resultados
foram expressos como unidades de MPO, considerando que 1 U MPO ¢ equivalente
a quebra de 1 uM de H,0,, que permite a mudanca de 1,13 x 10 na absorbancia

(nm.min™) (Posadas e cols., 2004)
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3.2.13 Coluna de afinidade e Eletroforese

A coluna de afinidade foi construida através do acoplamento do fucCS a uma
coluna de resina de Sepharose ativada com CNBr, de acordo com as
recomendacdes do fabricante (Amersham Pharmacia Biotech). A eficacia da ligacéo
do fucCS a resina foi avaliada pela medi¢do das propriedades metocromaticas da
resina. Uma coluna controle foi feita pelo tratamento da resina sem a adicdo do
polissacarideo sulfatado. Em seguida, o veneno de B. jararacussu (100 mg) foi
aplicado a coluna previamente equilibrada com Tris-HCI (20 mM, pH 7,4) e
conectada a um sistema de HPLC. A coluna foi lavada com 10 mL do tampéao e
realizada uma elui¢cdo a 0,5 mL/minuto usando um gradiente linear de NaCl (de 0 a 2
M). As fragOes foram coletadas e monitoradas em uma absorbancia de 280 nm, e a
concentragdo de NaCl determinada por condutividade. As colunas de afinidade
foram cuidadosamente testadas com diferentes concentracées do veneno de BJU
para assegurar condicdes ndo saturantes, o que propicia uma boa capacidade de
ligacdo das proteinas do veneno ao fucCS (Fonseca et al., 2010). A massa
molecular das fragbes isoladas foram estimadas em gel de eletroforese de
poliacrilamida. Cerca de 10 mg de cada fracdo foi aplicada a um gel de
poliacrilamida a 14% em barbital sédico (0,02M, pH 8,6), e a corrida realizada por 60
minutos a 100 V. Posteriormente, o gel foi corado com uma solucédo de azul de
Coomassie 1% em acido acético e lavada por 4 horas em uma solucédo de acido
acético 1%. A massa molecular foi determinada ao se comparar a mobilidade com a

de compostos padronizados (Fonseca et al., 2010).
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3.2.14. Histologia

Foram realizadas inje¢des perimuscular do veneno de BJU (1 mg/kg) e apds
24 horas os animais foram anestesiados e eutanasiados em altas doses de éter
etilico. Os musculos EDL foram dissecados, seccionados, e fixados com uma
solucdo de glutaraldeido (2,5%) e paraformaldeido (4%) em tampdo cacodilato de
sédio (0,1 M, pH 7,4). Em seguida, os musculos foram lavados trés vezes no
mesmo tampdao e fixado por 1 hora em uma solucdo de tetréxido de 6smio 1%.
Posteriormente, o tecido foi desidratado em concentragdes crescentes de acetona
(30-100%), e embebidos em uma resina de Polybed 812. Utilizou-se um
ultramicrotomo RMC para realizar sec¢cdes de 500 nm para avaliagdo em
microscopia de luz , sendo essas secc¢Oes coradas com azul de toluidina 1% (Melo
and Ownby, 1999; Calil-Elias et al., 2002b). Por fim, analisou-se em microscopia de
luz os diferentes musculos expostos ao PSS, veneno de BJU e os tratados com

doses de 1 e 10 mg/kg de fucCS.

3.3. Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrdo, e para analise de varios
grupos em procedimentos temporais foi utilizada o ANOVA, seguido pelo pos-teste de
Dunnet. Para andlise de duas variaveis foi utilizado o teste de “two-way analysis of
variance”, seguido do pdés-teste de Bonferroni. Os valores de p<0,05 foram utilizados
para indicar diferenca significativa entre as médias. As regressdoes ndo-lineares de
quarto parametros (y=min+[max-min/1+(x/ECsp)"coeficiente de Hill] ) foram utilizadas
para o delineamento das curvas e determinacao de ICsy no programa Sigmaplot versédo

8.02.
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4. RESULTADOS

4.1. Atividades enziméticas in vitro

O veneno bruto de B. jararacussu demonstrou possuir atividade fosfolipasica
dependente da concentracdo apés 30 minutos de contato com fosfolipideos da gema
de ovo de galinha, conforme descrito anteriormente (Machado, 2010). Dessa forma,
utilizou-se a concentragcdo de 10 ug/mL do veneno de BJU e o expls a diferentes
concentragcbes de fucCS, defucCS, fucCS-CR (1-30 pg/mL). O fucCS (ICso = 13,5
pg/mL) e o fucCS-CR (ICso = 10,5 ug/mL) foram capazes de inibir esta atividade de
maneira dependente da concentracdo quando misturados ao veneno, enquanto que
o defucCS foi incapaz (fig. 6A). A concentracdo maxima testada na presenca do
veneno foi capaz de inibir entre 85 e 90% da atividade fosfolipasica. N&o foi possivel
avaliar concentracbes maiores de fucCS, pois altas concentragdes influenciam no
método turbidimétrico..

A avaliacdo da atividade hialuronidasica do veneno de BJU demonstrou que
essa atividade foi inibida pelo fucCS e pelo fucCS-CR. Ambas as substancias foram
capazes de inibir esta atividade de maneira dependente da concentragdo, quando
associadas ao veneno (fig. 6B). O fucCS antagonizou a atividade hialuronidasica do
veneno com ICsp de 4,5 pg/mL, e o fucCS-CR com ICsy de 3,6 ug/mL. Ambas as
substéancias inibiram 100% da atividade hialuronidasica, enquanto que o defucCsS,
nao alterou significativamente essa atividade induzida pelo veneno.

O veneno de BJU apresenta atividade colagenasica discreta e necessita de
concentracbes maiores (50 pug/mL) em relagdo as utilizadas para avaliacdo das
atividades fosfolipasica e hialuronidasica. Observou-se que ocorreu uma inibicdo
dependente da concentracdo, no entanto, esse antagonismo ocorreu apenas de

forma parcial (fig. 6C). O percentual maximo de inibicdo foi de 60% do efeito, na
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maior concentracdo testada de fucCS e 53% na de fucCS-CR. Novamente, o
defucCS néo inibiu essa atividade enzimatica.

Por fim, o veneno bruto de BJU também demonstrou possuir uma atividade
proteolitica dependente da concentracdo apds exposicdo do mesmo ao substrato
azocaseina, sendo a concentragdo de 10 pg/mL escolhida para ser antagonizada
(Machado, 2010). O fucCS e o fucCS-CR tiveram menor poténcia inibitoria em
relagdo as outras atividade, inibindo no maximo 40% da atividade proteolitica na
maior concentracdo testada. O defuccS nao inibiu essa atividade de maneira
significativa (fig. 6D).

Avaliou-se também a atividade fosfolipasica da BthTX-Il e sua inibigcdo pelo
fucCS e derivados. A concentragdo de 10 yg/mL da BthTX-ll produziu um efeito
fosfolipasico proeminente, que, assim como o veneno bruto, foi inibido tanto pelo
fucCS (ICsp = 3,46 pg/mL) quanto pelo fucCS-CR (ICso = 8,15 ug/mL). O defucCS
nao inibiu significativamente a atividade fosfolipasica da toxina (fig. 7).

Por fim, avaliou-se se a BthTX-l € capaz de potencializar a hidrélise de
fosfolipideos promovida pela BthTX-Il, in vitro. Demonstrou-se que a BthTX-I foi
enzimaticamente inativa, conforme o esperado. No entanto, ao se associar as duas
toxinas observou-se que a BthTX-I potencializou a hidrélise de fosfolipideos da
BthTX-Il de maneira concentracdo dependente (fig. 8), sendo o efeito dessa
associacdo também antagonizado pelo fucCS (fig. 10). Ao se expor a BthTX-II
associada a polilisina em uma solucdo de gema de ovo, observou-se efeito
semelhante ao resultado da exposicdo associada a BthTX-l. A polilisina,
enzimaticamente inativa, potencializou o efeito da BthTX-Il sobre os fosfolipideos

presentes na solucédo de gema de ovo (fig. 9).
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Figura 6 Atividades enzimaticas do veneno de BJU e sua inibicdo pelo fucCS e seus
derivados. Os painéis A, B, C e D mostram, respectivamente, o efeito do fucCS, defucCS e
fucCS-CR sobre as atividade fosfolipasica, hialuronidasica, colagenasica e proteolitica do
veneno de BJU. (n=5-10)
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Figura 7 Atividade fosfolipasica da BthTX-ll e seus antagonismo por fucCS e
derivados. Observa-se que fucCS e fucCS-CR foram capazes de inibir a atividade
fosfolipasica induzida por BthTX-Il de maneira concentracdo dependente, e que o defucCS
nao inibiu significativamente essa atividade (n=5-10).
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Figura 8 Atividade fosfolipasica da BthTX-1l e na presenca de BthTX-l. Observa-se que
a BthTX-I foi capaz de potencializar a atividade fosfolipasica induzida pela BthTX-Il (n=4).
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(n=4).
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Figura 10 Atividade fosfolipasica da BthTX-Il e na presenca de BthTX-I. Observa-se que
a BthTX-I foi capaz de potencializar a atividade fosfolipasica induzida pela BthTX-Il (n=4).
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4.2. Miotoxicidade in vitro

ApoOs a exposicdo de musculos EDL isolados de camundongos ao veneno
bruto de Bothrops jararacussu, observou-se aumento da taxa de liberacdo de CK na
solucdo nutridora. Os valores basais de CK aumentaram significativamente apés 90
minutos de perfusdo do musculo com 25 ug/mL do veneno bruto de BJU (fig. 11A).
Quando se expds o musculo EDL a uma solugéo contendo o veneno (25 ug/mL)
associado a concentracdes crescentes de fucCS (10-50 pg/mL), previamente
misturados, foi possivel avaliar que o aumento da taxa de liberacdo de CK foi inibida
em todos os tempos analisados, sendo os niveis de CK até dez vezes menores que
0 do veneno na concentracdo de 50 ug/mL de fucCS (fig. 11A). Esta foi capaz de
inibir 89% do efeito do veneno 90 minutos apds a perfusdo da solucao (fig. 11A).
Quando em contato com o defucCS, o veneno bruto manteve sua capacidade de
promover o aumento dos niveis de CK no meio nutridor de maneira semelhante
qguando sozinho na solucéo (fig. 11B). Ao ser exposto com o0 veneno associado ao
fucCS-CR, o musculo EDL liberou pequena quantidade de CK na solucéo nutridora,
de maneira semelhante quando exposto ao fucCS (fig. 11C). Avaliou-se a
reversibilidade do efeito miotéxico do veneno, através da alternancia de solucéo
contendo ou o veneno sozinho ou associado ao fucCS. Observou-se que a
alternéncia reverteu o efeito miotéxico do veneno quando o fucCS com o veneno é
perfundido depois do veneno sozinho, assim como minimizou o aumento da
liberacdo de CK quando o veneno sozinho foi perfundido ap0s a associacao do
veneno ao fucCS (fig. 11D). Em outro protocolo experimental, avaliou-se o efeito
miotdxico da L-polilisina, uma molécula de carater catibnico. Apos a perfusdo da
solugcdo com a mesma concentracéo utilizada com o veneno (25 ug/mL), a analise

da liberacdo de CK indicou a ocorréncia de dano tecidual muscular. Ao misturar a
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solugcéao de L-polilisina as mesmas concentra¢gées do fucCS (10, 30 e 50 pg/mL) e
avaliar os niveis de CK liberado pelo EDL notou-se que o fucCS foi capaz de inibir o
efeito miotoxico da L-polilisina nas duas maiores concentracbes (fig. 11E). Para se
excluir a possibilidade do efeito de fucCS em reduzir os niveis de CK estar
ocorrendo devido a interagdo direta com a enzima creatinoquinase, foi realizado um
experimento com o Triton X-100 (0,1%). O Triton X-100 € um detergente capaz de
dissolver as membranas celulares, causando lesdo e, consequentemente, a
elevacdo dos niveis de CK. Quando exposto o musculo ao Triton X-100 observou-se
uma acentuada lesdo e esta nao foi impedida quando adicionado o fucCS (50
pg/mL) ao triton X-100 (fig. 11F). Dessa forma, descarta-se a acao do fucCS sobre
CK, ja que o fucCS é incapaz de impedir a acdo miotdxica do detergente sobre o
musculo EDL.

Realizou-se um protocolo semelhante, utilizando-se as toxinas isoladas do
veneno de BJU, a BthTX-I e a BthTX-Il. Observou-se que na concentracdo de 10
pMg/mL a BthTX-1 promoveu um pequeno aumento na taxa de liberacdo de CK na
solucdo nutridora apés 90 minutos de perfusdo em relacdo ao basal (fig. 12A). A
concentragéo de 10 pg/mL de fucCS foi capaz de impedir o aumento do niveis de
CK quando associado a BthTX-I antes da perfusdo do musculo EDL. No entanto, a
mesma concentracdo de BthTX-Il ndo foi capaz de aumentar significativamente a
taxa de liberacdo de CK apos os 90 minutos de (fig. 12B). Quando associou-se a
BthTX-Il como o fuCCS também observou-se uma alteracdo nao significativa da taxa
de liberagdo de CK para o meio nutridor. Por fim, realizou-se um protocolo no qual
associou-se ambas as toxinas nessas mesmas concentragbes e realizou-se o

experimento. Observou-se que a associa¢cao potencializou a capacidade das toxinas
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de induzirem a liberagdo de CK. Mais uma vez, 10 uyg/mL de fucCS foi capaz de

inibir em grande extensdo esse aumento (fig. 12C).
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Figura 11 Efeito miotéxico do veneno de B. jararacussu (BJU), polilisina e triton X-100
no musculo EDL e sua exposi¢cdo ao fucCS e derivados. No painel A observa-se o efeito
do veneno de B. jararacussu (V) na taxa de liberagcdo de CK do musculo EDL ap6s 90
minutos de exposicdo quando desafiado a concentracbes crescentes de fucCS (10-50
pg/mL). *p<0,05 vs BJU (n=4-6); No painel B observa-se o efeito do defucCS (50 pg/mL)
misturado ao veneno (V) (25 pg/mL) e no painel C o efeito do fucCS-CR (50 pyg/mL). *p<0,05
vs BJU e (n=4). No painel D observa-se a variacdo da exposicdo a solu¢des contendo
apenas 0 veneno ou 0 veneno associado ao fucCS. No painel E observa-se o efeito do
fucCS quando incubado com a polilisina (25 pg/mL) e o painel F quando incubado ao triton
X-100 (0,1%) * p<0,01 vs BJU e (n=4).



A

-@- BthTX-1 10 pg/mL

B

-@- BthTX-Il 10 pg/mL

49

C

@~ BihTX-1 10 pg/mL +

~
‘-."__ 10 [ g Tx+fuccs 10pgimt 10 [ - Tx+fucCs10pgimt 10 f BthTX-Il 10 pg/mL
o Toxinas +
! fucCS 10 pg/mL
D g 8l 8 K
)
N
X 6} 6
@)
S

4 F 4
o
(0
On
Q *
—~4 0 0

0 30 60 90 0 30 60 90 0 60 90

Tempo (min.)
Figura 12 Avaliacao do efeito miotoxico apos exposi¢cdo do musculo EDL as toxinas
do veneno de BJU sozinhas ou associadas ao fucCS. No painel A observa-se a
exposi¢cdo do musculo a BthTX-I (10 pg/mL) sozinha e associada ao fucCS (10 ug/mL), e no
painel B o efeito da BthTX-Il (10 pug/mL) sozinha e associada ao fucCS (10 uyg/mL). No
painel C associou-se a mesma concentracdo das duas toxinas, que foram perfundidas
sozinhas ou associadas ao fucCS (10 pg/mL). * p<0,01 vs BJU e (n=4).
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4.3. Avaliagdo da atividade de CK no plasma, conteudo de CK e atividade
mieloperoxidasica no musculo EDL

O efeito miotdxico in vivo do veneno de B. jararacussu e de suas toxinas foi
avaliado 2 horas ap0s a injecao do veneno (1 mg/kg) ou toxinas (1 mg/kg) por via
perimuscular. Observou-se que o0 aumento dos niveis plasmaticos de
creatinoquinase induzido pelo veneno bruto foi antagonizado quando misturado
previamente ao fucCS e ao fucCS-CR, mas nédo pelo defucCS (fig. 13A). Quando
misturado as toxinas, BthTX-I e BthTX-II, fucCS foi capaz de antagonizar esse efeito
em ambas concentractes testadas (fig. 13D). Ap6s 24 horas, o musculo EDL foi
dissecado, homogeinizado, e analisados o conteudo de CK e mieloperoxidase
(MPO) no mesmo. Observou-se que 0 tanto o veneno bruto quanto as toxinas
reduziram em mais de 50% o conteddo de CK no musculo, e fucCS antagonizou
parcialmente esse efeito induzido pelo veneno bruto (fig. 13B) e toxinas (fig. 13E).
Observa-se que a dose de 10 mg/kg nao foi capaz de antagonizar a miotoxicidade
induzida por BthTX-Il. O fucCS-CR (1 mg/kg) impediu a reducdo parcial dos niveis
de CK, e o defucCS foi incapaz de impedir a miotoxicidade. O aumento da
mieloperoxidase (MPO) foi maior quando ocorreu injecdo do veneno bruto quando
comparado as BthTX-I e BthTX-1l. O fucCS 1 mg/kg antagonizou parcialmente esse
efeito enquanto que a dose de 10 mg/kg antagonizou quase totalmente a migracao
de neutrdfilos para o masculo EDL. Ja o defucCS foi incapaz de antagonizar esse
efeito e o fucCS-CR (1 mg/kg) teve um efeito semelhante ao fucCS (1 mg/kg) (fig.
13C). Ambas as doses de fucCS foram capazes de impedirem significativamente o

aumento de MPO no musculo EDL induzido pelas toxinas (fig. 13F).
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Figura 13 Efeito miotéxico in vivo e da mieloperoxidase do veneno de B. jararacussu e
toxinas e seu antagonismo por fucCS e derivados. Pode-se observar no painel A o efeito
do veneno de BJU (1 mg/kg) e seu antagonismo pelo fucCS (1 mg/kg) e fucCS-CR (1
mg/kg); e no painel D o das toxinas e seu antagonismo quando misturado a fucCS (1-10
mg/kg) duas horas apés a injecao intramuscular do veneno. Os painéis B e E demonstram
os niveis do conteudo de CK no musculo nos mesmos protocolos experimentais, e a
mioprotecdo pelo fucCS e fucCS-CR na exposicdo ao beneno de BJU, e do fucCS na
exposicao as toxinas. Os painéis C e F demonstram a inibicio do aumento de
mieloperoxidase no muasculo EDL por fucCS e fucCS-CR, no protocolo do veneno bruto e
antagonismo por fucCS no protocolo das toxinas isoladas. *p<0,05 vs BJU, *p<0,05 vs
BthTX-l, #p<0,05 vs BthTX-Il (n=4-6).
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4.4. Atividade Edematogénica

O veneno bruto de B. jararacussu possui atividade edematogénica quando
comparado a injecdo de PSS, claramente evidenciado pela area sob a curva (fig.
14B). Entre 15 e 30 minutos apds a injecdo ocorre o pico edematogénico e 60
minutos o retorno aos niveis basais (fig. 14A). O fucCS quando misturado ao veneno
anteriormente a injecdo foi capaz de impedir o efeito edematogénico na dose de 1
mg/kg. No entanto, a dose de 10 mg/kg foi incapaz de reduzir o edema e, inclusive,
causou um aumento do mesmo (fig. 14A). Na figura 14C observa-se o efeito das
toxinas no edema e que o mesmo foi antagonizado por fucCS em ambas as doses

utilizadas, conforme evidenciado pela area sob a curva (fig. 14D).
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Figura 14 Atividade edematogénica do veneno de B. jararacussu e suas toxinas e
antagonismo pelo fucCS. O painel A mostra o edema induzido pelo veneno por duas horas
apoés a injecao e seu antagonismo pelas doses de 1 e 10 mg/kg de fucCS. * p<0,05 vs BJU.
(n=5); No painel B observa-se as areas sob a curvas do painel A demonstram o efeito
protetor da dose 1 mg/kg e o agravamento do edema na dose de 10 mg/kg. * p<0,05 vs BJU
(n=5). O painel C mostra o edema induzido pelas toxinas e antagonismo por 1 e 10 mg/kg
de fucCS. *p<0,05 vs BthTX-I e BthTX-Il. (n=5); No painel D observa-se as areas sob a
curvas do painel. *p<0,05 vs BthTX-I, #p<0,05 vs BthTX-Il (n=5).
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4.5. Leucometria Total

O veneno bruto de B. jararacussu causa uma diminuicdo de quase 50% no
namero total de leucdcitos circulantes apos 4 horas da administragdo do mesmo. A
dose de 1 mg/kg de fucCS foi capaz de impedir a queda do numero de leucécitos
circulantes 2 horas apos a injecdo. No entanto, esse antagonismo nao foi sustentado
quando avaliado o numero de leucécitos 4 horas ap0s a injecdo. Ja a dose de 10
mg/kg foi capaz de antagonizar o efeito do veneno 2 e 4 horas apds a injecdo do
veneno com o fucCS (fig. 15). O defucCS nédo alterou o nimero de leucdcitos
quando comparado ao veneno bruto. Por sua vez, o fucCS-CR reduziu a migracao

de leucécitos apenas nas duas horas inicias, assim como o fucCS.
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Figura 15 Contagem total de leucécitos apds a injecdo do veneno de Bothrops
jararacussu (BJU). Observa-se o efeito redutor de leucécitos na corrente sanguinea
induzido pelo veneno (V) bruto (1 mg/kg). Quando se mistura diferentes doses de fucCS (1 e
10 mg/kg) ao veneno, observa-se que ocorre antagonismo parcial. Duas horas apds a
injecdo ambas as doses foram capazes de impedir a queda de numero de leucdcitos
induzida pelo veneno. No entanto, esse efeito ndo foi impedido quatro horas apds a injecédo
o fucCS associado ao veneno. O defucCS ndo antagonizou esse efeito e fucCS-CR (1
mg/kg) teve um efeito semelhante ao fucCS na mesma dose avaliada (n=6-8).
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4.6. Hemostasia

Na avaliacdo do sangramento na cauda induzido pelo veneno de B.
jararacussu, percebeu-se que apenas a dose de 0,3 mg/kg foi capaz de causar um
aumento significativo da coloracdo da solucdo, reflexo da quantidade de
hemoglobina presente na mesma (fig. 16A). Dessa forma, essa dose foi escolhida
para a inducdo da hemorragia nos animais. Avaliou-se a capacidade de fucCS (1
mg/kg) de antagonizar o sangramento induzido pelo veneno quando misturado a ele
antes de ser injetado no animal. Observou-se que a dose administrada foi incapaz
de reduzir o sangramento causado nos camundongos e, essa mesma dose também
nao alterou o tempo de sangramento quando injetada na auséncia do veneno (fig.
16B).

O veneno bruto de Bothrops jararaca possui uma atividade hemorragica
significativa na dose de 1 mg/kg, sendo capaz de elevar a absorbancia da pele em
146% quando comparado ao grupo controle. As doses de 1, 3 e 10 mg/kg de fucCS
foram incapazes de reduzir essa atividade hemorragica quando misturadas ao
veneno previamente a injecdo intradérmica. Essas mesmas doses também nao
causaram um aumento significativo na hemorragia causada pelo veneno de B.
jararaca (fig. 16C).

O efeito pré-coagulante do veneno de Bothrops jararacussu ocorre em baixas
concentragbes, sendo que a concentracédo de 0,1 ug/pL escolhida para induzir a
coagulacdo de forma extremamente rapida (Machado, 2010). Observou-se que 0
efeito pro-coagulante foi abolido por concentracdes crescentes, sendo que apenas a
concentracédo de 0,8 ug/uL foi capaz de antagonizar totalmente essa atividade (fig.
16D). Essa concentracdo de fucCS quando adicionada na mesma concentracdo ao

sangue na auséncia do veneno tornou o sangue incoagulavel em um limite de
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observacéo de 20 minutos.O ICso da inibicdo da atividade pré-coagulante foi de 0,3
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Figura 16 Efeito do fucCS nas alteracdes hemostaticas causadas por venenos
botropicos. No painel A observa-se o aumento do sangramento na cauda causado por
BJU. O painel B demonstra que o fucCS (1 mg/kg) néo foi capaz de antagonizar esse efeito.
O painel C exibe a incapacidade do fucCS de impedir a hemorragia na pele causado pelo
veneno de B. jararaca. No painel D pode-se observar a capacidade do fucCS em
antagonizar o efeito pré-coagulante do veneno de BJU de maneira concentracdo
dependente. *p<0,05 vs solucéo salina fisiologica (PSS) (n=5).
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4.7. Coluna de Afinidade e Eletroforese

A coluna de afinidade de sulfato de condroitina fucosilada ligada ao sistema
de HPLC foi utilizada para avaliar a ligacdo de proteinas ao fucCS. Apds a eluigdo
do veneno, observou-se um pico de material ndo retido pela coluna de fucCS e, com
o0 aumento do gradiente de NaCl,o deslocamento da coluna de dois picos (P1 e P2)
gue demonstraram afinidade ao fucCS e absorbancia a 280 nm (fig. 17A). As fracdes
foram unificadas, dializadas em agua destilada e liofilizadas. Cerca de 10 ug de cada
pico foram utilizados para uma corrida em gel de poliacrilamida para se determinar a
massa molecular. A figura 17B mostra que o P2 teve uma massa molecular

semelhante as massas das BthTX-l e BthTX-Il, em torno de 14 kDa.
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Figura 17 Coluna de afinidade ao fucCS e eletroforese dos picos do veneno B.
jararacussu. No painel A observa-se um pico de material ndo retido pela coluna de fucCS
e, dois picos (P1 e P2) retidos na coluna. No painel B, observa-se a eletroforese dos (1)
marcadores, (2) veneno bruto de BJU, (3) P1, (4) P2, (5) BthTX-I, (6) BthTX-II.
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4.8. Histologia

Avaliou-se a morfologia do musculo EDL apés o tratamento do veneno bruto
de BJU com o fucCS. Realizou-se uma injecao perimuscular do veneno bruto de
BJU (1 mg/kg) sozinho ou incubado com fucCS (1 e 10 mg/kg). A microscopia de luz
demonstrou que o veneno bruto induziu um proeminente edema, presenca de
células inflamatorias e necrose apo6s 24h da injecao (fig. 18B), quando comparado
ao PSS (fig., 18A). Ambas as doses de fucCS (fig. 18C e 18D) preservaram o
aspecto poligonal das células musculares, prevenindo a mionecrose e migragéo de

células inflamatoérias.

Figura 18 Histologia do musculo EDL exposto ao veneno de BJU e tratado com fucCS.
No painel A observa-se a exposicdo ao PSS, no painel B observa-se o efeito do veneno de
BJU e os painéis C e D o tratamento com fucCS nas doses de 1 e 10 mg/kg,
respectivamente.
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5. DISCUSSAO

O objetivo foi avaliar a capacidade do fucCS em antagonizar diferentes
atividades do veneno bruto de B. jararacussu e suas toxinas e revelar importantes
aspectos de sua relagéo estrutura-atividade para esse efeito. No presente estudo
demonstrou-se que o fucCS e o fucCS-CR foram capazes de antagonizar a maioria
das atividades induzidas pelos venenos de Bothrops avaliados, efeitos estes que
nao foram observados com o defucCS. Os componentes presente no veneno de B.
jararacussu promovem diferentes disfun¢des teciduais, como necrose, hemorragia e
edema e suas principais toxinas fosfolipasicas, BthTX-I e BthTX-Il, induzem severo
dano muscular esquelético e edema (Homsi-Brandeburgo et al., 1988; da Silva et al.,
2007; Montecucco et al., 2008; Fernandes et al., 2014). Demonstrou-se que o fucCS
antagonizou atividades do veneno de B. jararacussu in vitro e in vivo, como a
procoagulacdo, miotoxicidade, edema, migracdo de leucdtcitos e atividade
mieloperoxidasica, sendo que o fucCS-CR manteve esse efeito nas atividades
avaliadas, enquanto que o defucCS demonstrou-se ser incapaz de neutralizar esses
efeitos em todos ensaios em que foi avaliado.

Inicialmente avaliou-se a capacidade do fucCS e seus derivados de inibirem
in vitro algumas atividades enziméticas induzidas pelo veneno de B. jararacussu.
Observou-se que o fucCS e o fucCS-CR foram capazes de inibir completamente as
atividades fosfolipasica induzidas pelo veneno bruto (Fig. 6A) e pela BthTX-Il (Fig.
7). A inibicdo da atividade fosfolipasica é importante, uma vez que € usada como
indicador de possivel efeito antimiotoxico por inibir as fosfolipases do veneno, o que
foi comprovado através da inibicdo da atividade miotdxica in vitro (figs. 10A, 10C),
exceto para a BthTX-Il, que n&o induziu miotoxicidade na concentracdo e tempo

avaliados (fig. 11B). O fucCS também inibiu a atividade miotoxica in vitro, induzida
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pela BthTX-I, uma fosfolipase enzimaticamente inativa (fig. 11A), e quando
associadas ambas as toxinas (fig. 11C), associagao essa que potencializou o efeito
da BthTX-I. Esse resultado condiz com a observacao de que a BthTX-Il, na mesma
concentragédo de BthTX-l, ndo induziu miotoxicidade, sendo descrito que a BthTX-II
possui um perfil de cargas positivas fraco, quando comparado ao perfil da BthTX-I
(Murakami et al., 2008), o que justificaria um menor dano tecidual. A perfusédo das
toxinas associadas induziram um dano muscular maior que sozinhas, semelhante a
experimentos que demonstraram miotoxinas de B. asper que sdo Lys49 e Asp49
atuando sinergicamente induzindo morte celular em miotubos devido ao aumento da
permeabilidade da membrana plasmatica (Cintra-francischinelli et al., 2009, 2010), o
gue também foi descrito em experimentos in vivo (Mora-Obando et al., 2014), que
demonstraram a potencializagdo da mionecrose com a combinagcdo desses dois
tipos de toxinas em camundongos. A avaliacdo da atividade fosfolipasica in vitro da
BthTX-1l na presenca de BthTX-l ou polilisina reforca a existéncia desse efeito
potencializador (figs. 8 e 9), e que 0 mesmo nao somente ocorre em tecidos isolados
ou in vivo, mas também em fosfofolipideos isolados. Dessa forma, esse efeito
potencializador ndo estaria ocorrendo devido a presenca de lisolecitinas que
potencializam o efeito das toxinas, sendo elas liberadas apds dano muscular (Cintra-
Francischinelli e cols., 2009). Assim, essa inibicdo da miotoxicidade in vitro das
toxinas fosfolipasicas indica que o fucCS foi capaz de impedir essa potencializacéo.
Também observou-se a capacidade de ambos polissacarideos de antagonizarem o
aumento da atividade de CK no plasma induzido pelo veneno (fig. 10A) e toxinas
(fig. 12 D), e antagonizar a reducao do conteudo de CK no musculo EDL (fig. 12B,
fig. 12E). O defucCS demonstrou ndo possuir eficacia nos ensaios fosfolipasicos

(figs. 6A), na miotoxicidade in vitro (fig. 10B), na atividade de CK no plasma (fig.
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12A) e no contetdo de CK no musculo (fig. 12B). Além disso, a microscopia de luz
do musculo EDL demonstrou que o fucCS foi capaz de impedir a intensa presenca
de um infiltrado de células inflamatorias, mionecrose e edema, que ocorre no
musculo exposto ao veneno de B. jararacussu (fig. 17), um efeito com importante
participacdo de fosfolipases. Outros polianiontes como a heparina e suramina
também sdo capazes de impedir a mionecrose induzida pelo veneno de B.
jararacussu (Melo et al. 1993; Arruda et al., 2002).

Outras evidéncias apontam para essa inibicdo da atividade miotoxica pelo
fucCS, como o protocolo de alternancia da exposi¢cdo do musculo EDL ao veneno
sozinho ou associado ao fucCS. Esse experimento permitiu observar que a
reexposi¢cdo ao veneno na auséncia do fucCS causou um menor nivel de liberacéo
de CK ao meio nutridor quando comparada a exposi¢cdo do veneno a um musculo
virgem. Além disso, em outro protocolo, observou-se que o fucCS protege o musculo
do dano induzido pela polilisina (fig. 10E), uma molécula policationte que induz dano
no sarcolema in vitro. Assim sendo, a neutralizacdo da atividade miotéxica pelo
fucCS e pelo fucCS-CR, mas nao pelo defucCS, é um indicativo de que o0s
substituintes de fucose sulfatada sdo importantes na protecdo do sarcolema as
agressoes pelas toxinas, possivelmente por uma neutralizacdo das cargas positivas
das toxinas do veneno, de maneira semelhante a polilisina e dados da literatura
(Melo et al., 1993; Murakami et al., 2005, 2007; Gutierrez & Lomonte, 2013). Uma
possivel interferéncia do fucCS com a enzima creatinoquinase foi descartada no
experimento de lesdo muscular induzida pelo triton-X 100 (fig. 10F), um detergente
qgue danifica membranas biologicas, dano esse que ndo foi antagonizado pelo
fucCS. Dessa forma, esses protocolos permitiram demonstrar a importancia da

interacdo do fucCS com o0 veneno para prevenir o dano muscular, 0 que esta de
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acordo com observacgfes prévias de diversos outros antagonistas como a heparina
(Melo et al., 1988, 1993; Calil-Elias et al., 2002b), o fucoidan (Azofeifa et al., 2008), a
suramina (Arruda et al., 2002), assim como cumestanos sintéticos (Melo et al.,
2010). Embora outros fatores possam contribuir para a miotoxicidade in vivo, como a
angiorrexis causada por outros componentes do veneno, as fosfolipases sao
descritas como as principais substancias responsaveis pelo aumento dos niveis de
CK no plasma (Gutierrez and Ownby, 2003; Mora-Obando et al., 2014).

Essa interacdo foi demonstrada também pela coluna de afinidade (fig. 16A) e
eletroforese (fig. 16B), que confirmaram que substéncias de mesma faixa de massa
molecular se ligaram com alta afinidade ao fucCS, que possuem a mesma faixa de
massa molecular que as bothropstoxinas. Melo e cols. (1993) mostraram que ap0s
misturar heparina e BthTX-I e eluir a mistura em uma coluna de Sephadex, ocorre a
formacdo de um complexo entra a heparina e a toxina, que sdo incapazes de se
ligarem a coluna.

A inibicdo da atividade hialuronidasica pode contribuir para reduzir o
espalhamento das toxinas e efeito miotéxico induzido pelas fosfolipases. Outros
glicosaminoglicanos, como a heparina, heparan sulfato e dermatan sulfato, também
sao inibidores de hialuronidases presentes em veneno de animais. Possivelmente,
de maneira semelhante, o fucCS (fig. 6B) atue como um substrato para a enzima e
nao como um inibidor direto como sugerido por Mio & Stern (2002), Kemparaju &
Girish (2006) e Girish & Kemparaju (2007). Assim, as hialuronidases do veneno de
B. jararacussu se ligariam ao fucCS e néo ao acido hialurénico.

Os experimentos in vivo demonstraram reducdo do edema induzido pelo
veneno bruto (fig. 13A) e toxinas (fig. 13C), reducédo da mieloperoxidase no musculo

EDL (fig. 12C, 12F), reducdo da migracdo de neutrofilos (fig. 14) e preservacao do
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musculo como evidenciado na histologia (fig. 17). Credita-se o efeito protetor do
fucCS na inflamacdo a dois mecanismos: a habilidade de neutralizacédo direta das
toxinas do veneno de B. jararacussu, através da interacdo de cargas; e a inibicao da
resposta inflamatdria avaliadas pela inibicdo da migracéo leucocitaria e reducao dos
niveis de MPO no EDL. Patrao-neto e cols. (2013) demonstraram que a presenca de
células inflamatérias estdo relacionadas com a miotoxicidade induzida por venenos
de serpentes, e que o tratamento com dexametasona reduziu os niveis de MPO e a
inflamagé&o, assim como o dano muscular. No entanto, observou-se um aumento do
namero de leucdcitos sanguineos quando utilizada a dose de 10 mg/kg de fucCS, o
que pode ser explicado pela possivel capacidade do mesmo em promover a
mobilizacdo de leucécitos na medula éssea, um processo no qual participam os
glicosaminoglicanos (Gordon et al., 1987). Além disso, o fucCS é capaz de inibir P- e
L-selectinas e sialil-Lewis®, o que impediria a migracdo de neutréfilos para area
inflamada, contribuindo com a reducdo do efeito inflamatério (Borsig et al., 2007).
Essas evidéncias corroboram as observacdoes de que fucCS reduz o edema (1
mg/kg) e migracdo de neutréfilos para sitio de injecdo do veneno (contagem de
leucdcitos e MPO no EDL), reduzindo assim o efeito inflamatério do veneno de B.
jararacussu, que desempenha um importante papel na miotoxicidade (Landucci et
al., 1998; Gutierrez & Rucavado, 2000; Teixeira et al., 2003, 2005; Elifio-Esposito et
al., 2011; Patrdo-Neto et al., 2013). O fucCS antagoniza o edema induzido pelo
veneno bruto de B. jararacussu, que esta relacionado com mediadores locais
produzidos por acéo fosfolipasica sobre o acido araquidonico e seus metabdlitos.
Dessa forma, a inibicdo do edema pelo fucCS é particularmente interessante uma
vez que o soro antibotrépico ndo possui esse efeito sobre o veneno de B. jararaca

(Aratjo et al., 2007). Curiosamente, o edema induzido pelo veneno de B.
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jararacussu foi antagonizado por 1 mg/kg de fucCS, o que ndo ocorreu com a dose
de 10 mg/kg. Esse fendbmeno pode estar relacionado a modificagées no complexo de
interagc&do da toxina com fucCS e a proporcao entre esses componentes, assim como
numa curva em formato de sino, onde altas concentracdes de fucCS reduzem a
eficAcia do complexo, como observado com o fucoidan, um polissacarideo natural
sulfatado, contra atividades citotoxicas e miotoxicas de miotoxinas fosfolipasicas de
venenos crotalideos (Angulo & Lomonte, 2003). Outro fator que pode contribuir para
esse efeito no edema é um maior aumento no tempo de coagulagéo induzido pela
dose de 10 mg/kg, o que ndo ocorre com a dose de 1 mg/kg (Mourdo et al., 1996). E
interessante notar que esse aumento do tempo de coagulacdo ocorreu apenas com
0 veneno bruto e ndo no edema induzido pelas BthTX-I e BthTX-Il, o que sugere que
possa ocorrer uma aumento do tempo de coagulacdo devido a sinergismo com
efeitos anticoagulantes induzidos por metaloproteases e serino-proteases, 0 que
contribuiria para o0 aumento do edema.

Na avaliacdo da hemostasia, observou-se que reducdo do tempo de
coagulacdo induzido pelo veneno de B. jararacussu, devido a acdo de serino-
proteases “thrombin-like”, que aceleram a conversdo do fibrinogénio em fibrina
(Markland, 1988; Sanchez et al.,, 1992; Zaganelli et al., 1996), efeito esse
antagonizado pelo fucCS (fig. 15D). Assim como outros glicosaminoglicanos, como a
heparina, possivelmente o fucCS ndo seja capaz de inibir diretamente as serino-
proteases do veneno, mas atue como um antagonista fisioloégico através da
habilidade de inibir a trombina, seja pelo estimulo da heparina cofator Il ou da
antitrombina (Mourao et al., 1996). Melo e cols. (1994) defendem que a propriedade
pré-coagulante do veneno pode ser responsavel por limitar o fluxo sanguineo na

microcirculacdo, o que favorece a mionecrose, 0 que poderia ser antagonizado pelo
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fucCS. A reducao desse efeito pro-coagulante também favoreceria a drenagem da
creatinoquinase e 0 processo de regeneracdo muscular (Melo & Ownby, 1996). O
fucCS néo foi capaz de antagonizar a hemorragia promovida pelo veneno de B.
jararacussu no modelo de sangramento pela cauda (fig. 15B), nem a hemorragia
induzida pelo veneno de B. jararaca no modelo de hemorragia na pele (fig. 15C). As
metaloproteases, especialmente as das familias P-lI e P-Ill, sdo responséaveis pelo
aumento da hemorragia induzida por esses venenos, e juntamente com as
colagenases auxiliam na destruicdo da lamina basal, resultando em hemorragia na
pele (Markland, 1998; Isbister, 2009). Além disso, soma-se a atividade das
metaloproteases a deplecdo de fibrinogénio e fibrina induzidos pelas serino
proteases, 0 que acarreta a impossibilidade de formacéo do tampao de fibrina, e
dessa forma, auxilia no processo hemorragico, fundamental para a hemorragia em
ambos os modelos. No protocolo de sangramento da cauda, o fucCS foi incapaz de
prevenir a perda sanguinea. No protocolo de hemorragia na pele, também foi
incapaz de reduzir esse efeito, e inclusive o intensificou, possivelmente devido a
interacdo de componentes do veneno e sua capacidade de aumentar o tempo de
protrombina e o tempo de tromboplastina ativada (Mouré&o et al., 1996; Fonseca and
Mouré&o, 2006). A pouca capacidade de fucCS e fucCS-CR em inibir as atividades
colagenasica (fig. 6C) e proteolitica (fig. 6D) se correlacionam com a baixa
capacidade de inibicdo das metaloproteases.

Por fim, a eficacia do fucCS em diferentes protocolos experimentais reforcam
a sua importancia como promissora substancia capaz de ser utilizada clinicamente
com a finalidade de se reduzir a miotoxicidade causada pelo veneno de serpentes
epidemiologicamente importantes, como é o caso da B. jararacussu. Vale ressaltar

que o fucCS é obtido de uma origem natural marinha, que é desprovida do risco de
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contaminacdo com prions, o que ocorre com a heparina, de origem animal. Além
disso, ela é menos hemorragica que a heparina, pode ser utilizado por via oral e
também é candidato a ser usada com outras finalidades devido a propriedades

antitromboticas, anticoagulante e anticancerigenas.
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6. CONCLUSOES

Pode-se concluir que o residuo de fucose sulfatada é essencial para a
atividade antiofidica do fucCS. Apds a defucosilacdo observou-se que diversas
atividades, antes inibidas pelo fucCS, deixaram de possuir tal capacidade tais como:
atividade fosfolipasica, hialuronidasica, colagenasica e proteolitica; miotoxicidade in
vitro e in vivo (CK no plasma e conteudo de CK no musculo), mieloperoxidase,
namero total de leucdcitos. Ja a carboxi-reducdo, que nao alterou a estrutura da
fucose, ndo teve perda da capacidade de antagonizar os efeitos bioldgicos do
veneno da serpente de Bothrops jararacussu.

O fucCS foi capaz de inibir também atividades induzidas pelas toxinas
fosfolipasicas do veneno de BJU, a BthTX-l e a BthTX-lIl em atividades como:
miotoxicidade in vitro e in vivo, atividade edematogénica e mieloperoxidasica.

O veneno bruto ao passar na coluna de afinidade de fucCS reteve dois picos,
um deles (P2) com mesma massa molecular préxima a das toxinas, indicando que
possivelmente as toxinas possam se ligar ao fucCS. O fato do fucCS e do fucCS-CR
inibirem a atividade fosfolipasica da BthTX-Il reforca essa possivel ligacéo.

O fucCS inibiu consideravelmente a miotoxicidade in vivo, in vitro e como
observado na histologia do musculo EDL, indicando que o mesmo pode ser uma
possivel terapia a ser utilizada que auxilie no tratamento dos danos locais induzidos
pelo veneno de Bothrops jararacussu.

Embora sejam necessarios novos estudos, o fucCS surge como um novo
candidato a farmaco a ser utilizado no tratamento do empeconhamento por
serpentes do género Bothrops, possivelmente como um adjuvante a terapia com o
soro antibotropico, que possui um efeito limitado na miotoxicidade induzida por

essas serpentes.
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compared to venom inpection alone. Altogether, data show that fucCS was able to inhibit myotoxicity and
Inflammation induced by B jorarocussy venom and its phospholipase toxins, BIhTX-1 and BrhTX-il. Thus,
fucosylated chondroitin sulfate is 3 new polyanion with potential to be used as an adjovant in the
treatment of snakebites in the future.

© 2015 Elsevier Ltd. Al rights reserved.

L Introduction

Snakebite affects a large number of individuals, mostly in tro-
pics, and can lead to permanent injuries or death. Its incidence and
mortality are higher than other neglected discases such as hem-
orrhagic fever induced by dengue fever, cholera, Chagas disease,
leishmaniasis, yellow fever and schistosomiasis (Willams et al
2010). In Brazil, genus Bothrops is the main responsible for those
accidents, with venom components that induce local and systemic
damagre (Andriao-Escarso et al. 2000; Gutierrez and Ownby, 2003;
Chippaux, 2008; Montecucco ot al., 2008; Warrell, 2010; Kang et al.,
2011; Gutierrez and Lomonte, 2013). Although the available anti-
venom protects from hemodynamic changes, it is not effective
against some markedly common and clinically relevant local effects
such as skeletal muscle destruction, i.e. myonecrosis, being a major
cause of disabilities among the affected individuals (Mebs, 1586;
Cardoso et al, 1993; Zamunér et al, 2004; da Silva et al, 2007;
Guniérrez et al., 2009).

Recent studies have shown that polyanions such as heparin,
suramin and fucoldan are effective in the neutralization of myo-
toxins both in vitro and in vivo (Melo et al, 1993; Lomonte et al.,
1994; Armuda et al, 2002; Azofeifa et al, 2008), It has been
shown that these substances antagonize muscle damage induced
by Bothropstoxin-1 (BthTX-1), a Lys49 non-catalytic enzyme from
Bothrops jerarocussy venom, On the other hand, heparin and sur-
amin could not as effectively inhibit the enzymatic activity induced
by Bothropstoxin-Il (BthTX-1I), an Asp49 myotoxin which hydro-
lyzes membrane phospholipids (Murakami et al. 2008).

chondroitin sulfate (fueCS) is a polysaccharide
extracted from the body wall of the sea cucumber Ludwigothurea
wrisea, and lts structure is similar to mammalian chondroitin sul-
fate, although its chondroitin sulfate-like core is substituted in
position 3 of the aod B-p-glucuronic acid chains with mono- (49%)
or disulfated (37%) fucose moicties (Fig 1). The repeating units of
the central core have a complex sulfation pattern, with approd-
mately 12% being disulfated, 57% monosulfated, and 31% non-
sulfated residues. FueCS presents an estimated molecular mass of
~40 kDa (Fonseca et al, 2010), Defucosylated chondroitin sulfate
(defucCs) is obtained after partial acid hydrolysis, removing the
residues of fucose sulfate, and reduction of the hexuronic acid

reduced chondroitin sulfate (facCS-CR). FucCS has potent antico-
agulant activity due to its ability to potentiate thrombin inhibition
by both heparin cofactor 2 and antithrombin (Mourdo et al., 2001),
and also has antithrombatic, proangiogenic, ant-inflammatory and
antimethastatic properties (Mourdo et al. 1996, 1998 Tapon-
Bretaidere et al, 2002 Borsig et al, 2007; Pomin, 2014). More-
over, fucCS has presented therapeutic potential use in atheroscle-
(Pomun, 2014). Thus, the aim of this study was to evaluate whether
fucCS and derivatives were able to inhibit toxic activities induced

by B. jararacussu venom and its myotoxins (BthTX-| and BthTX-1l).
2. Material and methods

Bothrops jararaca and B, jararacussu venoms were obtained from
Instituto Vital Brazil, Niter6i-R]. BthTX-I and BthTx-1l was purified
from B. jororocussu venom as described by Homsi-Brandeburgo
ot al (1988, and modified by Cintra er al {1993), Briefly, crude
venom was gel filtered on Sephadex G-75 and the catalytic active
fraction SHI was re-chromatographed on SP-Sephadex C-25. Toxins
mtbcudulymdaﬁbwhﬂnd(umhmx(ﬂ()mv
mmmaaux"mmmnr
azocoll*, hexadecyltrimethylammonium bromide (H‘I’Al)ando-
Dianisidine were purchased from Sigma Chemical Co, USA and
hyaluronic ackd was purchased from Fluka, USA. Male Swiss mice
were provided by the Rodent Vivarium of the Institute of Micro-
biology Paulo de Goes — Federal University of Rio de Janeiro, Mice
(25,0 £ 1.0 ) used for the study received water and food od fibitum
and were kept under a natural light cycle (12 h) at 25 “C. Protocols
were approved (DFBCICB 026) by the Ethics Committee for the Use
of Animals of the Federal University of Rio de janeiro (CEUA-UFR] ).

2.1. Native and chemically modified polysaccharides

Native fucosylated chondroitin sulfate was extracted from the
sea cucumber L grisea collected from Guanabara Bay, Rio de
Janeiro-R). Brazil. Fucosylated chondroitin sulfate was extracted
from the body wall of the sea cucumber L grisea by papain diges-
tion, and purified by procedures previously described (Mourio
et al, 1996) Partial removal of sulfated fucose branches from the
fucosylated chondroitin sulfate was performed by mild acid hy-
drolysis. In these experiments, the fucosylated chondroitin sulfate
(50 mg) was dissoived in 1.0 mi. of 150 mM H;S0, maintained at
100 °C for 30 min, and the pH of the solution was adjusted to 7.0
with 0.3 ml of ice-cold 1.0 M NaOH. Reduction of the hexuronic acid

preparation, purification and characterization of the native,

partially defucosylated (defucCS) and carboxyl-reduced chon-
droitin sulfate (fucCS-CR) see Mourdo et al (1996)

22. Myotoxicity in vitro

In vitro CK assays were performed as previously described (Melo
and Svarez-Kurz, 1988; Melo et al. 1993; Melo and Ownby, 1996).
Briefly, mice isolated extensor digitorum longus (EDL) muscles were
carefully removed, mounted in sample collecting units and
comitmusby pﬂﬁneﬂ with a physiologic saline solution (PSS)

in mM was: NaCl(135), KC1(5), CaClz (2), MgCh
(txuwo.(lxmo,(ts)-udum(mmmdm
solution was equilibrated to pH 73 with 5% C0,/95% 0,. Muscle
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preparations were initially perfused for 30 min, when the basal CK
relesse rate was measured. Then, muscles were exposed to
B jaroracussu venom (25 pg/mL), polylysine (25 pg/mL) or Triton-X
(0.1%), all alone or associated with the tested compounds in
different concentrations at room temperature, The perfusates were
collected and replaced every 30 min. The collected samples were
stored at 4 °C for posterior analysis of CK activity, which was
determined by using a diagnostic kit (BIOCLIN®). At the end of
90 min the EDL muscles were removed, dried and weighed. The
rate of CK refease from the isolated muscies was expressed as the
increase in CK release compared to control values. Basal release rate
refers to the enzyme loss from the muscles into the PSS medium
during the equilibration period of perfusion (30 min), starting
immediately after the preparation had been mounted in the

unit. The CK activity was expressed in interna-
mm(uxwmwummmmmm

from the isolated muscle was expressed as enzyme units released
into the medium per gram per hour of collection (U g~* h').
2.3. Myotoxicity in vivo and thigh edema

In vivo myotoxicity was evaluated by intramuscular (Lm.) injec-

tion of B jororocussu venom (1 mg/kg) dissolved in physwlogical
saline solution (PSS, 0.1 mL) alone or associated with fucCS and

derivatives (15 min preincubation prior to injection, room temper-
ature ). Intramuscular injection was performed at the posterior aspect
of the right thigh Edema was measured, with a digital micrometer
caliper, evaluating the lateral—lateral and anterior-posterior di-
ameters of mice tights at time 0, 15, 30, 60, 90, 120 min, The animals
that received Lm. injection with PSS were used as control. In the same
experiments, the animals were lightly anesthetized with diethyl-
ether and blood was collected by orbital puncture, immediately
before and 2 h after the Lm. injection. Plasma was separated by
centrifugation and the subsequent determination of CK activity in
plasma was performed as described previously (Melo and Suarez-
Kurtz, 1988; Melo et al. 1993, 1994; Calil-Elas ot al. 20023).

24. EDL CX content and MPO activity

To assay the CK content within EDL muscle, we performed a
perimuscular injection (0.06 mL) of B, jararacussu venom (1 mg/kg)
alone or associated to fucCS or derivatives (1 and 10 mg/kg). Peri-
muscular injection was performed just beside EDL muscle, without
causing it direct mechanical damage, according to Melo and Ownby
(1999) and Calil-Elias et al (2002a). After 24 h, mice were sacrificed
under dicthyl ether anesthesia, and muscies were removed, freed
from fat and tendons, dried with absorbent paper and weighed. To
evaluate muscie MPO and CK content, muscles were homogenized
in 1 mL hexadecyitrimethylammonium bromide (HTAB) (5 mg/mL)
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solution, from which 100 L were added 900 yl. of o-dianisidine
1M + 0.001% H;O; solution to measure MPO activity for 3 min
with 30 s intervals ar 450 nm. A volume of 250 ul of the homog-
enized solution was added to 150 pl of PSS and 100 gl of albumin
2% 5 pl. of this solution was used  measure CK content. Both
analyses were expressed in enzyme units per gram of muscle tissue
(Ujg) The injection of PSS alone was used as control. Each experi-
mental protocol was repeated at least twice (Posadas et al, 2004;
Saturnino-Oliveira et al, 2012)

25. Leukocytes count

For the total leukocyte count 20 pl of anticoagulated blood
(citrate 3.8%) were diluted in 380 pl Turk’s solution (2 ml glacial
acetic acid in 1 L distilled water with a few drops of gentian violet).
This solution promotes hemolysis by acetic acid and mild staining
of leukocytes by gentian violet, allowing visualization in micro-
scope. A volume of 10 pl was added to a Neubauver chamber and
leukocytes were counted. The results were expressed as variation of
the number of cells per mL (Inwood et al., 1983)

26 Teil bleeding time and skin hemorrhage

To evaluate the increase in tail bleeding time induced by
B. jararocussu swiss mice were anesthetized with 50 mg/kg pento-
barbital (im.} and 2.5 mg/kg xylazine (1.p.). then the tip of their tail
was cut and the tall immersed in a rube with 4 mL distilled water.
After one hour, each test tube was placed on a vortex for about 10 5,
100 pl. of the solution were added to 900 pl. of distilied water and the
ahsorbance of the solution was measured at 540 nm. Results were
expressed as absorbance values (Dejana et al 1979; Fernandes et al.,
2014). To assess the skin hemorrhagic activity the method described
by Meto et al. (1994) was used, The animals had their abdominal skin
shaved and injected (i.d.) with 100 ul.of physiological saline solution
(PSS), B jeraruca venom (1 mg/kg) alone or associated with fucCS
{1-10 mg/kg). Two houss after injection, the animals were sacrificed
under anesthesia with diethyl ether, skins were removed, stretched
and stored for 72 h at room temperature (£25 *C). After drying, the
skins were cut into squares of 3.0 cm around the center point of
bieeding. The skin was fixed to a lucite base plate, and the entire area
at the injection site and the surrounding area were transilluminated
using an incandescent light. Light transmitted over an area of
109 mm” was read, and light transmission or the absorbance was
normalized by taking the mean values of the readings over skin
Injected with either PSS (calibrated to zero) or venom as arbitrary
units of absorbance (AU) (Melo et al. 1994),

27. Venom procoagulant acrivity

To assess the ability of fucCS and derivatives in antagonize the
venom procoagulant effect we determined the blood coagulation
time using a modified Lee and White (1913) method. Micro-
hematocrit capillary tubes were previously filled with PSS,
B. jororocussu crude venom (0.1 pg/plL) alone or associated to fucCS
(0.01-0.8 pg/ul). Blood was collected by orbital puncture in non-
heparinized capillary tubes and the coagulation time determined
(Fernandes et al., 2014).

28 Venom phospholipase activity

The phospholipase activity was determined using the modified
Marinetti {1965) turbidimetric method. First, a stock solution (SS)
was prepared using a fresh egg yolk, which was separated, filtered
and diluted in 150 mM NaCl until the volume of 100 mL From SS, a
work solution (WS) was prepared after 1:10 dilution in saline. Each

well was filled with a solution contained 4 ul. CaCl; 0.5 M (10 mM),
5 pl sodium taurocholate 0.4% (0.01%), 5 ul Tris—HCO 0.2 M (pH 75,
5 mM), 60 ul of WS and sufficient saline to a final volume of 200 pl_
The volume corresponding to BjU venom, fucCS and derivatives was
subtracted from saline. The reaction occurred at 37 °C for 30 min
and absorbance was measured on ELISA at 925 nm 5 and 30 min
after addition of substances. The results were expressed as per-
centage of change in absorbance compared between each group
and saline-only group.

29. Venom hyaluronidase octivity

Hyaluronidase activity was assessed by using the D Ferrante
(1956] method. Bovine hyaluronic acd (Fluka®, St. Louls, USA)
was used as a substrate to evaluate the reduction of the solution’s
turbidity. Hyaluronic acid was reconstituted with acetate buffer
0.2 M acetic acid +0.15 M NaCl pH 6.0 solution and added in plastic
tubes (20 ug/mb), Venom (50 pg/ml), fucCS and derivatives
(1~10 pg/ml.) were added after 30 min of incubation at 37 *C and
completed with buffer up to 3333 pl of final volume. The solution
was kept in a water bath ar 37 °C for 60 min. At the end, it was
added 666.6 pl of 2.5% Cetremide® solution and after 10 min at
room temperature the absorbance was measured on spectropho-
tometer at 400 nm. The acetic acid-acetate buffer was used as blank
tube and the results expressed percentage of venom activity.

210. Venom collagenase activity

B jororocussu venom collagenase activity was assessed by a
colorimetric method adapted from Chavira Jr et al [1984) A 03%
azo-dye impregnated collagen solution (Azocoll®, Sigma—Aldrich,
Stlouts, USA) was prepared with Tris—HCI 02 M pH 7.5 as buffer. To
each assay tube 200 gL of this solution (0.2%) was added, 6 plof a
solution of 1 M CaCl; (20 mM) buffer q.s. to 300 pl. In the working
groups we added venom (50 pg/ml), fucCS and detivatives, whose
volumes were subtracted from buffer. Test tubes were maintained
at 37 *C for 90 min and stirred gently every 10 min. At the end of
this period, tubes were centrifuged at 10,000 rpm for 2 min and the
absorbance was measured on ELISA at 520 nm. Results were
expressed as percentage of venom collagenase activity.

2.11. Venom proteolytic activity

The proteolytic activity was performed according to the method
described by Garcia et al (1978). Briefly, an azocasein solution
(0,4%) diluted 1:1 in 0.9% saline and 0.05 M NaOH was prepared,
and for each test tube it were added 100 ul of this solution, 50 plL of
Tris—HC 02 M pH 7.5, 4 pL of CaCl; 1 M (20 mM) and distilled water
.. to 200 pl. The volume corresponding to venom (10 pg/ml)
fucCS and denvatives was subtracted from the volume of distilled
waater. The reaction occurred during 90 min at 37 °C and was
stopped by adding 100 ulL of a 15% trichloroacetic acid solution.
Each test tube was centrifuged at 10,000 rpm for 5 min. After this
process, 150 pL of supernatant were removed and then added to
75 gl of 22 M NaOH solution. Absorbance was measured at 420 nm
on ELISA, and zero activity was considered corresponding to
distilled water group, and resuits were shown as percentage of
inhibition.

212. Column affinity and efectrophoresis

Affinity column (1 mi) was constructed through coupling fucCS
to CNBr-activated Sepharose resin according to manufacturer’s
recommendations (Amersham Pharmacia Biotech). The efficacy of
fucCS binding to resin was cvaluated by measuring the
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metachromatic properties of the resin. A control column was per-
formed by treating the resin without the addition of sulfated
polysaccharides. Next, B. jararocussu venom ( 100 ug) was applied to
the pre-equilibrated column of Sepharose with 20 mM Tris—HCl,
pH 74, and connected to a HPLC system, The column was washed
with 10 mi. of the same buffer and eluted at a flow rate of 0.5 mi/
min using a linear gradient of NaCl {from 0 to 2.0 M). The fractions
were monitored at Agggnm and the NaQl concentration determined
by conductivity. The affinity columns were carefully tested with
different concentrations of B jararocussu crude venom to ensure
non-saturating conditions, thus, providing a good binding com-
parison of fucCS to venom proteins (Fonseca et al., 2010)

The molecular masses of the preparations were estimated by
polyacrylamide gel electrophoresis. In this experiment, -10 ug of
each preparation was applied to a 14X polyacrylamide slab gel in
0.02 M sodium barbital, pH 8.6, and run for 60 min at 100 V. The gel
was stained with Coomassie Blue in 1% acetic acid and then washed
for 4 h in 1% acetic acid. The molecular masses of the preparations
were determined by comparison with the electrophoretic mobility

2.13. Histological examination

Twenty four hours after perimuscular EDL injection of 1.0 mg/kg
venom, the mice were anesthetized with ethyl ether and killed by
cervical dislocation, The EDL muscles were dissected and fixed
overnight in 25X glutaraldebyde and 4% paraformaldehyde in
0.1 M sodium cacodylate buffer, pH 74, Next, they were washed
three times in the same buffer and postfixed for 1 hin X OsO4 The
tissue was then dehydrated in Increasing acetone concentrations
(30—-100%) and embedded in Polybed 812 resin. Sections (500 nm)
for light microscopy examination were obtained using an RMC ul-
tramicrotome, stained with 1% toluidine blue, and then observed
and p under light microscopy (Melo and Ownby, 1999;
Calil-Elsas et al, 2002b).

2. Swtistical analysis

Data were expressed as mean & SEM, and One-Way Analysis of
Variance (ANOVA) was used to compare groups with one variable,
followed by Dunnett’s post-hoc test. For two vaniables the Two-
Way Analysis of Variance (ANOVA) was used followed by
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V + fucCS 1 mgikg (3327 £ 046U g' h™') (Fig. 2F)
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Bonferroni's post-hoc test. The p value <0.05 was used to Indicate a
significant difference between means. The software GrapPad Prism
version 5.01 was used to provide statistical analysis. The four pa-
rameters nonlinear regression were used for the 1€y, curves
determination using Sigmaplot program version 8.02

3. Results

To evaluate the ability of fucCS to antagonize myotoxicity, we
exposed the EDL muscle to B jerarocussy venom alone (25 pg/ml)
or associated with fucCS (10-50 pg/ml) (Fig. 2A) The rate of cre-
atine kinase (CK) release after 90 min of venom increased
from 022 + 0.05 up to 52.71 + 487U g~' h™". Different concen-
trations of fucCS inhibited this effect in a concentration-dependent
manner, reducing CK release down to 559 + 201 U g~' b, when
associated with fucCS 50 pg/ml The defucosilation of fucCS abol-
ished this protection (48.24 + 324U g~' h™") (Fig. 2B) while the
carbaxi-reduction preserved this property (856 + 158U g' h™")
(Fig. 2C). To investigate if this effect is reversible, we exposed the
EDL muscles to venom alone during 60 min (1621 £+ 288Ug 'h™")
and then o venom assoclated with 50 pg/ml  fucCS
(1220 £ 224U g " h™'). The inverse protocol showed a protection
in the first 60 min (134 £ 034 U g~ " h') and damage after venom
exposu!(&SGzLSlUg"h')(th D) To determine the

exposed some muscles to polylysine (25 ug/ml). It was observed
that 50 pg/ml fucCS was capable of preventing the polylysine-
induced increase of CK release (1774 2 214
445 £ 079U g h') (Fig 2E). Finally, to exclude any direct
interaction between fucCS and CK itself, we perfused EDL muscie

Subsequently, we investigated direct effect of fucCS over the
main myotoxins isolated from B joraracussu venom. We exposed
the muscles to BthTX-[, BthTX-ll and both toxins together in the
absence and in the presence of fucCS. Results showed a protection
against BthTX-l (052 + 006U g’ h™') and toxins together
(207 + 105U g™" h™")(Fig 3A, C), whereas BehTX-1l did not induce
muscle damage alone at the concentration analyzed (Fig 38).

The plasma CK activity, the CX content within EDL muscles and
EDL myeloperoxidase (MPO) activity were all assessed with intra-
muscular or perimuscular injections. First, we performed a peri-
muscular injection of B joraracussu venom alone (1 mg/kg) or
associated with the tested substances ( 1-10 mg/kg), just beside the
EDL muscles. The plasma CX activity increased from 207 + 45 up to
2163 4 220 UJL two hours after venom injection, and this effect was
antagonized by fucCS | and 10 mg/kg (1107 £ 222 and 242 + 55 UL,
respectively) and fucCS-CR 1 mg/kg (464 + 127 U/L). but only
limitedly by defucCS | mg/kg (1719 £ 118 U/L) (Fig 4A). The same
profile was observed with CK content and myeloperoxidase (MPO)
activity assays. In the first, venom injection decreased CK content
from 904 4+ 34 down to 295 & 31 U/g. We observed that fucCS | mg/
kg (740 £ 61 Ujg) was better than fucCS 10 mg/kg (535 = 76 Ujg) in
antagonizing CKX reduction (Fig. 4B). Once again, fucCS-CR partially
protected the muscles from CX loss (535 + 61 Ufg) while defucCs
did not {363 = 120 U/g). In the second, EDL MPO activity increased
from 193 £ 71 up to 6941 & 524 U/g with venom injection. Treat-
ment with fucCS 10 mg/kg (1071 £ 340 U/g) was superior to fucCS
1 mgl/kg (3958 + 735U/g) in decreasing MPO activity. FucCS-CR
reduced the venom-induced MPO activity down to 2763 + 773U/
g while the defucosilation of fucCS abrogated protection
(6979 = 1138 UJg) (Fig. 4C)

Similarly, we performed the experiments with the isolated
toxins, Again, fucCS was able to prevent the increase in plasma CK
activity induced by BrhTX-1 (1290 & 250UjL) and BrhTX-U
(1803 + 392 UJL). both with 1 mg/kg (BthTX-1: 139 + 51 U/L and
BthTX-1l: 733 + 82 U/L) and 10 mg/kg (BthTx-I: 155 = 51 U/L and
BthTx-1l: 327 = 97 U/L} (Fig 4D} On its turn, the loss of CX content
was assessed: BthTX-1 and BthTX-Il decreased the (K content from
1067 1 23 (control) down to 342 + 66 and 490 1 50, respectively (in
Ujg). This effect was prevented by both doses of fucCS but, just as
with crude venom, fucCS 1 mg/kg was more effective than fucCS
10 mgikg against BthTX-II in the CK content assay (BUthTX-1:
668 + 54U/g and 658 = 32Uz, BthTX-II: B60 = 39Ujg and
542 & 33 Ujg. respectively) (Fig. 4E) The myeloperoxidase activity
in EDL muscle increased from 237 : 80Ujg (PSS) up to
1853 + 272 U)g (BthTX-1) or up to 1982 + 530 Ujg (BthTX-Ul). Both
doses of fucCS antagonized the toxins' inflammatory effect (BthTX-
1: 721 + 87Ug and 267 = 93 Ujg. BthTX.l: 556 = 237 Ug and
313 & 106 Ujg, respectively) (Fig. 4F)

To investigate the effect upon inflammatory cells we performed
perimuscular injection of B. jararucussu crude venom and assessed
the number of leukocytes in blood. It was observed a reduction
from 5948 » 471 cells)ml down to 3032 + 250 cell/ml within 4 h,
This reduction was partially prevented by fucCS | mg/kg and fucCS-
CR 1 mg/kg. and completely prevented by fucCS 10 mg/kg
(6762 + 834 cells/mL). In the assodation with defucCS we observed
a reduced cell account similarly to crude venom (3163 + 369 cells/
ml) (Fig. 5).

Another protocol evaluated the edema induced by B jeraracussy
venom (Fig. 6A, B) and toxins (Fig. 6C, D). After an i.m. injection, we
measured for 120 min the thigh edema. After 15 min, the thigh area
increased up to 21.2 & 2.5 mm?, from baseline and this effect was
completely inhibited by fucCS | mg/kg, whereas fucCS 10 mgikg
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cannot protect edema induced by venom (23.1 = 3.5 mm?). When
faced to toxins, both doses were able to avoid edema formation as
noted by similar PSS area under curve.

The ability of fucCS to interfere with hemostasis was evaluated
through a tail bleeding assay. First, we performed an intravenous
Injection of 8 jararacussy venom (0.1 and 03 mg/kg) in anes-
thetized mice, cut the tip of mice tails and collected blood for 1 b,
then we evaluated the amount of bleeding by the change in
absorbance (PSS: 278 = 31, 01 mg/kg: 440 = 56, 0.3 mglkg:
785 + 98) (Fig. 7A). Next, we injected venom (0.3 mg/kg) with fucCS
1 mg/kg and noted its Incapacity In preventing the increase in
hemaorrhage (981 = 74) (Fig. 7B). To investigate the skin hemor-
rhage, we performed an intradermic injection of 1 mg/kg 8 jerarace
venom, which caused an increase in skin absorbance (from
209 = 35 with PSS up to 560 + 39 arbitrary units), and we observed
that fucCS also was also unable to prevent this type of hemorrhage
(1 mg/kg: 696 + 47. 3 mg/kg: 609 = 42, 10 mg/kg: 698 + 60)
(Fig. 7C). Lastly, the procoagulant effect of B jarorocussu crude
venom was evaluated (17.2 £ 06 s vs 1485 & 76 s with PSS), and
increasing concentrations of fucCS were capable of antagonizing
coagulation induced by the venom, restoring the coagulation time
to normal (1495 £ 8.5 s) ar 0.8 pg/ul (Fig. 7D). With this concen-
tration, when applied without venom, the blood was incoagulable

(data not shown),

We also evaluated the ability of fucCS and derivatives to inhibit
B. jorarocussu venom enzymatic activities (Fig. ). All of them were
inhibited in different extents by fucCS and fucCS-CR, being this
inhibition more pronounced for hyaluronidase (94%) and phos-
pholipase (S0%) activities, bur also significant for collagenase (60%)
and proteolytic (42%) activities. In all assays, defucCS was unable to
inhibit venom enzymatic activities.

Then, we used a fucosylated chondroitin sulfate affinity column
attached to a HPLC system to evaluate interaction with
B. jorarocussy crude venom. After elution we collected the samples
and observed retention of two peaks (P1 and P2) showing affinity to
fucCS at 280 nm (Fig. 9A). The fractions P1 and P2 were pooled,
dialyzed against distilled water, lyophilized and -10 pg of each
preparation was run on a polyacrylamide gel to estimate the mo-
lecular mass, as described. As shown in Fig 98, P2 had the same
molecular mass than BthTX-1 and BrthTX-11, Le. around 14 kDa. Thus,
we challenged fucCS and derivatives against BthTX-Il in the phos-
pholipase protocol. As we expected, the same pattern occurred
with crude venom (Fig. 9C), being fucCS (100%) and fucCS-CR (76%)
able to inhibit this effect while defucCS was not.

Finally, we evaluated the morphology of EDL muscle. A peri-
muscular injection of B jararacussu (1 mg/kg) alone or associated to
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fucCS (1 and 10 mg/kg) was performed., Light microscopy showed
that crude venom induced a marked edema, the presence of in-
flammatory celis and necrosis after 24 h (Fg 108). Both doses of
fucCS (Fig. 10C, D) were capable of preserving the polygonal muscle
cell shape, preventing myonecrosis and inflammatory cells
migration.

4. Discussion

In this study we demonstrated that fucCS and fucCS-CR were
able to antagonize many activities induced by venoms of Bothrops
sp. The components present in B. jararacussu crude venom induce
different tissue dysfunction, such as necrosls, hemorrhage and
edema and its main PLA2 toxins, BthTX-1 and BthTX-H, induce se-
vere cell muscle damage (Homsi-Brandeburgo et al,, 1988 da Silva
et al, 2007; Montecucco et al, 2008; Fernandes et al, 2014) We
showed that fucCS and fucCS-CR antagonized tn vitro and in vivo B.

Jararocussy venom activities, such as procoagulation, myotoxicity,
was not able to neutralize these effects.

On the experiments performed in vitro on mouse EDL muscle,
we showed that fucCS and fucCS-CR, but not defucCS, diminish the
damage induced by the venom, and this effect of fucCS was
reversible. This protocol allowed us to demonstrate the importance
of interaction between fucCS and venom in preventing muscle
damage, in accordance with previous observations with different
antagonists (Melo and Suarez-Kurtz, 1988; Melo et al, 1993; Fer-
nandes et al_ 2014). This protective effect was also observed when
muscles were exposed to myotaxins BrhTX-1 and BthTX-1, either
isolated or combined in the same solution. In addition, we observed
that fucCS protected muscles exposed to polylysine, a highly posi-
in vitro. However, fucCS did not inhibit the increase of CK release
from muscles exposed to triton-X 100, in the same experimental
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conditions. The neutralization of such cytotoxic agents by fucCs is
indicative that negatively charged fucose moleties are important on
the sarcolemmal protection, so that a possible mechanism to
explain the inhibitory effect of fucCS on venom toxins is through
charge interaction, which agrees with previous data on the subject
(Melo et al. 1993; Murakami et al, 2005, 2007; Gutierrez and
Lomaonte, 2013). This interaction was demonstrated on the fucCS
affinity column and in the electrophoresis experiments, which
confirmed that a negatively charged substance combined with the
toxins. The charge interaction model is supported by the observa-
tion that BthTx-ll, in the same dose of BthTx-L did not cause sig-
nificant muscle damage, and it has been described that BrthTx-1l is
oanly weakly positively charged, while BrthTx-1 display strong posi-
tive charge (Murakami er al, 2008) Perfusion with both toxins

with previous data showing that, in myotubes, Asp49 and Lys49
act synergistically to increase the plasma membrane

*  permeability, and consequently cell death (Cintra-
franaschinelli et al, 2009, 2010), which has recently been
observed in vivo by Mora-Obando et al. (2014), who demonstrated a
clear enhancement of myonecrosis by the combined action of these
two kinds of toxins in mice.

The in vivo assays showed that, in a dose-dependent manner,
fucCS prevented mouse muscle damage, evaluated by plasma CK
activity and muscle MPO activity induced by injections of
B. jorarocussu crude venom or BthTX-1 and BthTX-l in mice. We
ascribe the muscle protection by the fucCS to two effects. First, the
direct polyanion's ability to neutralize the venom toxins with
positive charges, and the second effect is the inhibition of the in-
flammatory response  evaluated by the antagonism of
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phospholipase activity and the decreased local muscle leukocyte
MPO induced by the venom components. Previous observations
demonstrated that the presence of inflammatory cells is related
with myonecrosis induced by snake venoms, and the treatment
with dexamethasone or plant extract decreases the MPO and
inflammation, as well as the muscle damage (Patrao-Neto et al.
2013; Strauch er al, 2073). The increase of leukocytes observed in
groups treated with fucCS may be explained by a possible increase
in leukocyte mobilization from bone marrow, induced by inflam-
matory response after venom injection, a process in which gly-
cosaminoglycans can be important (Cordon of al. 1987 Patrao-
Neto et al. 2013, Strauch et al. 2013) It has been described that
fucCS inhibits stalyl-lewis and P- and L-selecting, preventing
neutrophil migrasion, which also can contribute to this effect
(Horsig o1 al, 2007} it all supports the observations showing that
fucCS decreases neutrophil migration to EDL muscie (MPO in EDL

and blood cell count) and edema formation (1 mg/kg), which
indicate that this substance can prevent the complex inflammatory
response induced by 8 jararocussu venom, which plays an impor-
tant role in myotoxicity (Landuccl et al. 1998, Guneérrez and
Rucavado, 2000; Teixeira et al, 2003, 2005; Elfio-Espasito et al,
2011; Patrao-Neto et al. 2013)

FucCS antagonized the inflammatory edema induced by the
crude venom, which is related to local mediators resuited from
PLA2 activity upon arachidonic acid and its metabolites. Thus, in-
hibition of edema by fucCS is particularly interesting since the
antivenom is limited in inhibiting edema induced by aother Bothrops
venom such as B joraruce crude venom (Araujo et al. 2007)
Curiously, the edema induced by B jararocussu venom was antag-
onized by fucCS 1 mg/kg, which was not observed with 10 mg/kg,
This phenomenon could be related o modifications in the inter-
action of fucCS-toxins based on the proportion of these
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Fig. 0. Hetnlogcal examinatinn. Cross secton of extomsor digborum lomgus muscle 24 h after (A) saline. (1) 8 praracuss 1 mglkg, (C) B0+ RacCS | mglkg and (D] BIU + B CS
10 mg/kg injections, Panel A shows cegansaed bundies dod fibery, and in 1he inoert we can see palygonal Jspects and absence of nflasmmueary cells. In panel i note cell disor-
ganization in penphery. and in the insert. edema, intémse presence of mflamenatory cells and groupeg of myofibriis. Panets € and 0 show preserved muncle with few penphery

damaged celis. Figare bar scale: 50 um, besert bar scale 20 pm.

components, just like in a bell-shaped curve where higher con-
centrations of fucCS decreases the efficiency of the complex. which
has been observed previously with the natural sulfated poly-
sacchande fucoidan against cytotoxic and myotoxic activities of &
group of PLA; myotoxins from crotaline snake venoms (Angulo and
Lomonte. 2003} Inhibition of snake venom PLA2 and myotoxicity
also occur with other polyanions like heparin (Melo ot 4l 1985
1993; Calil-Elias et al, 2002b) fucoidan (Azofeifa et al. 2008),
suramin {(Arruda ef 2l 2002), as well as a synthetic coumestan
(Melo et 3l 2010} Histological study showed an intense presence
of inflammatory cells, myonecrosis and edema in muscle expased
to B, joraracussy venom, which was prevented by treatment with
fucGs,

The B jerarocussu procoagulant activity in vitro probably occurs
due to the action of thrombin-like serine proteases, which accel-
erates the conversion of fibrinogen to fibrin (Sanchez et al. 1992
Zaganell er al. 1996). This procoagulant effect was antagonized
by FucCS. Because it is a glycosaminoglycan similar to heparin, it is
possible that fucCS does not have a direct inhibitory action over
serine proteases as well. Thus, inhibition of procoagulant activity of
venom may be due to its ability to potentiate inhibition of thrombin
by both heparin cofactor Il and antithrombin (Mourao et 4l 1996)
It & suggested rhat local venom procoagulant property may be
respoasible for limiting blood flow in the microcirculation favoring
tissue necrosis, which could be antagonized by fucCS. FucCS was
unable to antagonize hemorrhage induced by B. jororacussu crude
venom in a tail bleeding model, and hemorrhage induced by
8. jwuwruca crude venom in 2 skin hemorrhage model Metal-
loproteases, especially P-I and P-1ll family, are responsible for the
increased bleeding activity induced by venom, once along with

collagenases they are responsible for basal lamina destruction,
resulting in skin hemorrhage (lsbister, 2009, Markland, 1998 ) Thas,
metalloprotease activity allied to depletion of fibrinogen and fibrin
induced by serino proteases, which culminates with the impossi-
bility of formation of the fibrin cap. promote the hemorrhagic
process. In the protocol of tail bleeding fucCS was unable ro prevent
blood loss. FucCS was not able to reduce skin hemorrhage and still
exacerbated the intensity of bleeding possibly due to interaction
with venom components and its ability to increase prothrombin
time and activated partial thromboplastin time (Mourao et al
1996; Fonseca and Mourao, 2006),

We observed that fucsCS and fucCS-CR were able to completely
Inhibit phospholipase and hyaluronidase activities, and partially
inhibit collagenase and azocaseinolytic activities of B joraracussu
crude venom in different concentrations. Further. we investigated
the inhibitory effect of these glycosoaminoglycans upon BthTX-1l
phospholipase activity and observed that fucose moseties were
essential to inhibit this activity. Although other factors may act
upon in vivo myotoxicity, such as angiorrhexis caused by other
components of the venom, phospholipases are described as the
main substances responsible for increased plasma levels of CK
(Gutiérrez and Ownby, 2003; Mora-Obando et al, 2014) Column
affinity showed that fucCS was capable to bind substances around
14 KDa, probably BInTX-1 and BthTX-IL indicating the same ability
of heparin to interact with these toxins through charge interaction.
Melo et al 11995 have shown that after mixing heparin and BthTX-
I and eluting them in a Sephadex column, it forms a complex be-
tween the toxin and heparin, that cannot bind to column. Just like
hepann, heparan sulfate and dermatan sulfate, fucCS inhibited
hyaluronidase. possibly by acting as a substrate for this enzyme,

96
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and not as a direct inhibition, as suggested by Mio and Stern (2002},
Kemparaju and Ginsh (2006) and Girish and Kemparaju (2007),

In conclusion, we showed that fucCS demonstrated consistent
effects against some venoms of epidemiologically important Bra-
zilian snakes. Importanty, fucCs is obtained from a narural source
(devoid of prions), is less hemorrhagic than heparin, and is also a
candidate as antithrombotic, anticancer and anticoagulant agent.
although more study is necessary to characterize fucCS as a possible
candidate to act as adjuvant to the available serum therapy, which
is limited in effect, aiming to reduce the myotoxicity induced by B,
JOreracussy venom.
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