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Resumo

O ofidismo é responsavel por cerca de 1,8 a 2,7 milhdes de casos de envenenamentos ao ano, sendo a compreensdo dos
mecanismos biolégicos responsaveis pela sua neurotoxicidade imprescindivel para o manejo terapéutico. Entre a
diversidade de moléculas que compdem a pegonha das serpentes existem as fosfolipase A2, familia enzimatica
responsavel pela producdo de uma gama de quadros patoldgicos, incluindo a miotoxicidade, cardiotoxicidade e
neurotoxicidade. O presente trabalho, realizado por meio da metodologia de revisdo integrativa de literatura, visa
identificar e indicar os principais avan¢os dos ultimos 10 anos referentes a caracterizacdo e o entendimento da agédo
neurotoxica originada das fosfolipases A2 provindas da pegonha de serpentes, no que tange o campo da toxicologia. Os
principais progressos identificados corresponderam a compreensdo de que a atividade neurotdxica da B. bilineata
smargadina é fundamentada na acdo da PLA2 Bbil-TX, comprovacdo da dependéncia da PhTX-1I por célcio para sua
acdo, identificacdo da ocorréncia da agdo neurotoxica muscular da BP-13 na regido do sarcolema, determinacéo da
subunidade da crotoxina atuante como regulador do receptor GLIC e identificacdo da seletividade da MiDCA1 por
canais especificos de potassio. O avango na compreensdo desse grupo enzimatico corresponde a parte do percurso
necessario para o desenvolvimento de terapéuticas tendo como alvo as PLA2 e possiveis aplicagdes biotecnoldgicas
dessas biomoléculas.

Palavras-chave: Toxinas de serpente; Fosfolipases A2; Neurotoxicidade; Toxicologia; Ensino em saude.

Abstract

Ophidism is responsible for about 1.8 to 2.7 million cases of poisoning every year, and understanding the biological
mechanisms responsible for its neurotoxicity is essential for therapeutic management. Among the diversity of molecules
that compose snake venom there are the phospholipase A2, an enzyme family responsible for the production of a range
of pathological conditions, including myotoxicity, cardiotoxicity, and neurotoxicity. The present work, carried out
through the methodology of integrative literature review, aims to identify and indicate the main advances in the last 10
years regarding the characterization and understanding of the neurotoxic action of phospholipases A2 originating from
snake venom, in the field of toxicology. The main progress identified corresponded to the understanding that the
neurotoxic activity of B. bilineata smargadine is based on the action of PLA2 Bbil-TX, proof of the dependence of
PhTX-11 by calcium for its action, identification of the occurrence of the muscular neurotoxic action of BP-13 in the
sarcolemma region, determination of the subunit of crotoxin acting as a regulator of the GLIC receptor, and
identification of the selectivity of MiDCAL by specific potassium channels. The advance in the understanding of this
enzymatic group corresponds to part of the pathway necessary for the development of therapeutics targeting PLA2 and
possible biotechnological applications of these biomolecules.

Keywords: Snake venoms; Phospholipases A2; Neurotoxicity; Toxicology; Health teaching.


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i7.30330
http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i7.30330

Research, Society and Development, v. 11, n. 7, €50011730330, 2022
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i7.30330

Resumen

El ofidismo es responsable de entre 1,8 y 2,7 millones de casos de intoxicacién cada afio, y la comprensién de los
mecanismos bioldgicos responsables de su neurotoxicidad es esencial para el manejo terapéutico. Entre la diversidad
de moléculas que componen el veneno de serpiente se encuentra la fosfolipasa A2, una familia de enzimas responsable
de la produccién de una serie de condiciones patolégicas, como la miotoxicidad, la cardiotoxicidad y la neurotoxicidad.
El presente trabajo, realizado a través de la metodologia de revisién bibliografica integradora, tiene como objetivo
identificar e indicar los principales avances en los Gltimos 10 afios respecto a la caracterizacién y comprension de la
accion neurotdxica de las fosfolipasas A2 del veneno de serpiente, en el ambito de la toxicologia. Los principales
avances identificados correspondieron a la comprension de que la actividad neurotoxica de B. bilineata smargadine se
basa en la accion de PLA2 Bbil-TX, la prueba de la dependencia de PhTX-II por el calcio para su accién, la
identificacion de la ocurrencia de la accién neurotdxica muscular de BP-13 en la region del sarcolema, la determinacion
de la subunidad de crotoxina que actia como regulador del receptor GLIC vy la identificacion de la selectividad de
MiDCAL1 por canales de potasio especificos. El avance en el conocimiento de este grupo enzimatico corresponde a parte
de la ruta necesaria para el desarrollo de terapias dirigidas a PLA2 y a posibles aplicaciones biotecnolégicas de estas
biomoléculas.

Palabras clave: Venenos de serpiente; Fosfolipasas A2; Neurotoxicidad; Toxicologia; Ensefianza en salud.

1. Introducéo

O acidente ofidico é considerado um problema de salde publica atualmente negligenciado que afeta principalmente
paises tropicais e subtropicais. Cerca de 5,4 milhGes de acidentes ocorrem a cada ano, resultando em 1,8 a 2,7 milhGes de casos
de envenenamentos ao ano (World Health Organization [WHO], 2021). Os envenenamentos advém da complexa mistura dos
constituintes das pegonhas, onde cerca de 95% do seu peso seco séo proteinas e polipeptideos. Dentre estas, o presente estudo
destaca as fosfolipases A2 (PLA2) (Hiu & Yap, 2020).

As PLA2 compreendem um amplo grupo de enzimas, responsaveis por diversas atividades farmacolgicas e
toxicoldgicas caracterizadas pela acdo hidrolitica da ligagdo éster e producéo de lisofosfolipidios e acidos graxos livres (Gutiérrez
& Lomonte, 2013; Hiu e Yap, 2020). Até o presente momento foram encontradas PLA2 nas pe¢onhas dos ofidios das familias
Colubridae (sensu lato), Viperidae e Elapidae (Tasoulis & Isbister, 2017).

A inoculagdo dessas toxinas geralmente ocorre via muscular ou subcutanea, promovendo efeitos biolégicos que
englobam a miotoxicidade, cardiotoxicidade, efeitos anticoagulantes, neurotoxicidade tanto pré-sinaptica quanto pés-sinaptica
entre outras alteragdes fisiologicas (Mackessy, 2009). O conhecimento sobre as PLA2, diante da vasta literatura, perpassa por
diversos campos de estudos, objetivando a compreensdo da sua estrutura, composicao, imunogenicidade, toxicidade e aplicacdo
biotecnoldgica (Lomonte et al., 2016; Frangieh et al., 2021; Dhananjaya & Sivashankari, 2015),

Sendo assim, o presente trabalho tem por objetivo indicar os principais avancos dos Gltimos 10 anos referentes a
caracterizacdo e o entendimento da agdo neurotdxica resultante das PLA2 originadas das peconhas de serpentes, delimitando o
seu campo de interesse a estudos provindos da esfera da toxicologia.

2. Metodologia
O presente estudo trata-se de uma revisdo integrativa da literatura seguindo as etapas de elaboracdo do problema de
pesquisa, levantamento na literatura, coleta de dados, analise critica dos estudos incluidos e discussdo dos resultados de acordo
com o problema da pesquisa (Ercole et al., 2014).
Os artigos cientificos analisados foram publicados no PubMed Central (PMC), PubMed, Science Direct e
Biblioteca Virtual de Salde (BVS). Para delimitacdo da amostra foram utilizados para a pesquisa os descritores em inglés
(“PLA2”, “Phospholipases A2”, “Snake Venom”, “Neurotoxicity”), sendo utilizado o operador booleano “AND” e “OR” entre
os descritores. Foi adicionado a amostra artigos cujo titulo ou “abstract” versassem sobre a tematica, disponiveis na integra,
originais, nos idiomas inglés e portugués, publicados nos Gltimos 10 anos (2011 a 2021). Foram excluidos artigos ndo

contemplados nos critérios de inclusdo, artigos de reflexdo e editoriais.
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Para a categorizacdo foi elaborado um quadro sindptico abrangendo aspectos pertinentes como o titulo da pesquisa,

autores, data, sintese metodoldgica, objetivo, resultados e por fim conclusdes. Os estudos selecionados foram organizados

obedecendo a ordem cronoldgica crescente de acordo com a data de publicacéo.
A discussdo dos dados foi realizada de forma descritiva, possibilitando observar, contar e classificar os dados com

intuito de reunir o conhecimento produzido sobre o tema explorado na revisdo.
Néo foi necessario apresentagdo deste estudo ao comité de ética, pois os dados utilizados na pesquisa sdo de dominio

publico.

3. Resultados e Discussao
Por meio da pesquisa realizada com os respectivos descritores e operadores booleanos indicados na figura 01, foi
elaborado um banco de dados contendo 1148 artigos. Posteriormente a excluséo dos artigos em duplicata, que ndo contemplassem

os critérios de inclusdo e o escopo do trabalho, obteve-se o banco final com um total de 18 artigos.

Figura 1: Fluxograma referente a sele¢éo dos artigos inclusos.
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Fonte: Autores (2021).

Os artigos selecionados, versando sobre os avancos obtidos referentes ao isolamento e caracterizacdo da agéo

neurotdxica das fosfolipases A2, provenientes de ofidios, foram inseridos na Tabela 1 com o intuito de facilitar a discussao e

compreensdo sobre o amostral obtido, condizentes com o objetivo de pesquisa.
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Tabela 1: Amostral de artigos inclusos.

Titulo Autor(es) e ano | Objetivo Sintese Resultados Conclusoes
de publicagdo metodoldgica

Mutagenesis (Tsai, Wang, & | Caracterizar 0s | Expressdo das | Todos residuos os 37 | Os residuos Asni,
analyses explore | Hseu, 2011) residuos de | proteinas TmCT mutantes | Asn6, Lys7, Illell,
residues aminoacidos recombinantes com | promoveram a | Metl2, Gly53, Thr79,
responsible for the responsaveis residuos de | neurotoxicidade, sendo 8 | His108 e Met118 sdo
neurotoxic and pela acdo | aminoacidos do | deles vitais para essa | essenciais para a
anticoagulant neurotoxica e | TmCT e do tipo | acdo bioldgica. Além de | neurotoxicidade
activities of anticoagulante selvagem em | apresentar residuos | mediada por TmCT.
Trimucrotoxin, a da Escherichia  coli, | responsaveis pela acdo
pit-viper  venom Trimucrotoxina | administrados  em | anticoagulante.
Asn6- (TmCT) preparago de
phospholipase A2 proveniente  da [ musculo-nervo  de

Protobothrops biventer cervicis.

mucrosquamatus
Identification  of | (Marcon & | Identificar a | Apos a purificacdo e | Todos 0s  toxicos | Percebeu-se uma
presynaptic Nicholson, 2011) | presenga de | excluséo por | produziram um bloqueio | diferenca da atividade
neurotoxin neurotoxicidade | tamanho foram | rdpido da estimulagdo | enzimética das
complexes in the pré ou pos | inoculadas fracdes | evocada pelo musculo. | peconhas, porém a
venoms of three sinaptica no [ da pegonha em | Foram encontrados | atividade das PLA2s
Australian toxico preparacoes de | indicios de neurotoxinas | presentes nos tdxicos
copperheads proveniente das | muasculo-nervo  de | pré-sinapticas em todos | foram baixas,
(Austrelaps  spp.) serpentes biventer cervicis de | os téxicos, porém baixa | possivelmente devido
and the efficacy of Austrelaps pinto estimulado | neurotoxicidade as fragdes de alto peso
tiger snake superbus, indiretamente mediada pela PLA2. molecular as quais
antivenom to Austrelaps 0,(BCP), avaliando a dificultam a
prevent or reverse labialis e | reversibilidade do identificagdo das
neurotoxicity Austrelaps antiveneno e mesmas via

ramsayi. estipulacdo da massa espectrometria de

das moléculas.

massa.

Toxinology of | (Pycroft et al. | Caracterizar a | Apo6s a obtencéo dos | Os venenos | A neurotoxicidade
Venoms from Five | 2012) veneno originado | venenos foi | apresentaram atividade a | visualizada corrobora
Australian  Lesser das serpentes | realizada a | niveis variados e com | com a falta de quadros
Known Elapid Cryptophis estipulacdo de massa | possivel presenga de | severos pelo
Snakes boschmai, das amostras, | neurotoxinas pré- | envenenamento  por
Denisonia devisi, | administragdo  em | sindpticas tardias. A | esses ofidios. Acéo
Echiopsis curta, | preparagdo de | acdo enzimatica nas | bioldgica ocorreu na
Hemiaspis musculo-nervo  de | preparages  musculo- | regido pds-sindptica,
signata e | biventer cervicis de | nervo ndo sendo possivel a
Vermicella pinto e em modelos | foram significativa. identificagdo dos
annulata. in vivo de rato. agentes responsaveis.
Neuromuscular (Renjifo, Smith, | Investigar 0 | Os venenos foram | O veneno de ambas | Ambos venenos
activity of the | Hodgson, blogueio administrados  em | espécies inibiram as | apresentaram quadro
venoms of the | Renjifo, Sanchez, | neuromuscular preparagdes contragdes indiretas nas | sugestivo de a¢do pos-
Colombian coral | Maldonado, & | do veneno | masculo-nervo  de | preparagdes BCP, com | sindptica, com
snakes  Micrurus | Riveros, 2012) proveniente  de | biventer cervicis de | abolicdo da contracdo | atividade de PLA2
dissoleucus  and Micrurus pinto, em contragOes | paraacetilcolina externa. | dispensavel para
Micrurus mipartitus e | mediadas por nervos | A preparacdo ndo teve a | promogdo de
mipartitus: An Micrurus evocadas por | atividade alterada pelo | neurotoxicidade.
evolutionary dissoleucus e | estimulacédo elétrica, | tempo e poténcia das
perspective analise seguido da analise | PLAZ2.
filogenética de | histoldgica e
ambas espécies. | filogenética.
The (Camargo, Roodt, | Avaliar o efeito [ O  veneno  foi | O veneno bloqueou a | Foi relatada acéo
neuromuscular Cruz-Hofling, & | do veneno de | administrado em | resposta contratil | neurotéxica na regido
activity of | Rodrigues- Micrurus preparagdes de | dependente do tempo e | p6s-sinaptica, 0
Micrurus Simioni, 2011) pyrrhocryptus musculo-nervo  de | concentragdo nos dois | bloqueio das PLA2
pyrrhocryptus em preparacdes | biventer cervicis de | modelos, com inibicdo | ndo  teve  efeitos
venom and its neuromusculares | pinto e diafragma | progressiva da | consideraveis na
neutralization by de aves e | frénico de | acetilcolina ex6gena. A | poténcia dos venenos,
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commercial  and
specific coral
snake antivenoms

mamiferos e a
neutralizagdo da
neurotoxicidade
por antiveneno e
anti-soro.

camundongo,
seguido da
incubacédo com
neostigmina,

avaliacdo da acdo de
PLA2, da creatina
quinase e do dano
muscular.

Intervengdo com Sr2+
nédo afetou
consideravelmente a
poténcia do veneno e a
neostigmina  produziu
reversdo transitoria.

indicando atuacéo
irrelevante dessas
moléculas no quadro
neurotoxico.

Pharmacological
study of a new
Asp49
phospholipase A2
(Bbil-TX) isolated
from Bothriopsis
bilineata
smargadina (forest
viper) venom in
vertebrate
neuromuscular
preparations

(Floriano et al.,
2013)

Auvaliagio da
atividade
neuromuscular
da Bbil-TX,
PLA2 isolada de
Bothriopsis
bilineata
smargadina.

Purificagdo seguido
da administragdo da
Bbil-TX em
preparacdes de BCP
e diafragma frénico
de camundongo
(DFC) e a analise de
achados
intracelulares e
morfoldgicos.

Foi relatado blogueio
neuro-muscular
dependente da
concentracdo e tempo, e
mionecrose nas
preparacdes BCP e DFC.
Sem mudangas
significativas nas
contragdes com
acetilcolina e cloreto de
potéssio.

Os achados sugerem

acédo pré-sinaptica
dependente do tempo e
concentracao em
ambas  preparagdes,
indicando acdo
predominante da Bbil-
X no quadro

neurotéxico.

Neurotoxicity —of | (De Carvalho et | Investigar os | Purificacéo, As Mix-8 e MIx-9 | O aumento de Ca2+,
coral snake | al., 2014) efeitos determinacéao de | apresentaram alteragdes
phospholipases A2 neurotoxicos das | massa e da atividade | neurotoxicidade morfoldgicas e
in cultured rat PLA2 MiIx-8 e | via insercdo em | dependente do tempo, | diminuicdo da LDH e
hippocampal MIx-9 isoladas | culturas celulares de | reducdo da LDH com | do potencial
neurons de Micrurus | neurdnios aumento da quantidade | transmembrana  sdo
lemniscatus em | hipocampais de | de Ca2+ citosolico livre, | indicativos da acéo
culturas de | camundongos. A | redugdo do potencial | dessas moléculas na
neurénios lesdio foi avaliada | mitocondrial morte celular,
hipocampais pela mensuragdo de | transmembrana, apoptose, necrose e
primarios biomarcadores, entre | diminui¢do da atividade | autofagia. Indicando a
cultivados. eles a lactato | metabdlica participacdo da MIx-8
desidrogenase mitocondrial, danos | e MIx-9 morte celular
(LDH). A avaliagdo | degenerativos visiveis | induzida por
do potencial | por meio de alterages | neurotoxicidade.
mitocondrial na morfologia celular.
transmembrana As alteragbes  mais
ocorreu via | severas ocorreram pela
Rodaminal23, acdo da MIx-9.
seguido da avaliagdo
da concentragdo de
calcio intracelular e
analise morfologica.
Eastern coral snake | (Vergara et al., | Estudo O  veneno foi | O veneno de M. fulvius é | A neurotoxicidade do
Micrurus  fulvius | 2014) protedmico, administrado em | composto por cerca de | veneno analisado €
venom toxicity in bioquimico e das | ratos, verificando o | 33% de fosfolipases do | altamente letal e tem
mice is mainly atividades LD50, a atividade da | tipo A2, sendo altamente | como seu principal

determined by

bioldgicas do

PLA2 e da

letais nos modelos in

agente fosfolipases da

neurotoxic veneno extraido | hialuronidase. vivo  utilizados  no | familia A2.
phospholipases A2 da Micrurus | Seguido da | estudo.
fulvius. mensuragao de

massa,

fracionamento, teste

de letalidade e

sequenciamento

genético.
PhTX-1l a Basic | (Huancahuire- Anélise de | Apds a| A PhTX-Il produziu | A molécula promoveu
Myotoxic Vega, Ponce- | PhTX-Il, PLAZ2 | identificacéo, blogueio neuromuscular | o bloqueio
Phospholipase A2 | Soto, & | miotoxica isolamento, irreversivel dependente | neuromuscular na
from Porthidium | Marangoni, 2014) | proveniente do | determinacdo de | do tempo, concentragdo | preparacdo, além de
hyoprora  Snake veneno de | massa e | e presenca de célcio. | sugestivo de dano na
Venom, Porthidium sequenciamento dos | Sem mudangas | membrana muscular e
Pharmacological hyoprora, aminodcidos ocorreu | significativas nas | neurotoxicidade pds-

5



http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i7.30330
http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i7.30330

Research, Society and Development, v. 11, n. 7, €50011730330, 2022
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i7.30330

Characterization avaliando sua | a avaliagho da | contraturas para  a | sinaptica nos
and Amino Acid estrutura atividade em | acetilcolina exdgena e | receptores nicotinicos.
Sequence by Mass genética, substrato sintético de | cloreto de potassio. Além do bloqueio
Spectrometry bioquimica e | Acido 4-nitro-3- neuromuscular
farmacoldgica. octanoiloxi- envolvido na
benzdico e em BPC miotoxicidade e
edema local
Bp-13 PLA2: | (Sucasaca- 0 trabalho | Apds a purificacdo, | A Bp-13 atua no | Por conta do baixo
Purification and | Monzon et al., | descreve 0 | estimacdo da massa | bloqueio da tensdo de | bloqueio
Neuromuscular 2015) isolamento e | molecular, anélise | contragdo dependente da | neuromuscular na
Activity of a New caracterizacéo dos aminodcidos | concentragdo, tempo e | preparagédo, a possivel
Asp49 Toxin enzimatica  da | presentes foi | calcio. As preparagdes | acdo dessa molécula é
Isolated from Bp-13, PLA2 | avaliado a atividade | em modelos de aves | preponderantemente
Bothrops isolada do | da Bp-13 em | apresentaram maior | muscular, com
pauloensis  Snake veneno de | substrato sintético e | sensibilidade em relagdo | proeminéncia nas
Venom Bothrops em preparacdes do | aos modelos de | fibras do sarcolema,
pauloensis hemidiafragma, mamiferos, o0s quais [ sendo  seu efeito
musculos  extensor | apresentaram menos de | neuromuscular
longo dos dedos de | 30% minimo.
rato e isolado BPC
Biochemical and | (Kumar, O isolamento e | Ap6s a estimagdo | AVRV PL-VIleaVRV | O estudo permitiu a
pharmacological Basavarajappa., caracterizacéo proteica, PL-IX causaram | identificacdo dos sitios
characterization of | Vishwanath, & | das isoenzimas purificacéo, dificuldade respiratoria, | de acdo das
three toxic | Gowda, 2015) VRV PL-lllc, determinacéo de | paralisia  do membro | fosfolipases A2,
phospholipase A2s VRV-PL-VII e | massa, LD50 em | posterior e letalidade. | relatando  atividade
from Daboia VRV-PL-1X. modelo in  vivo, | Enquantoa VRV PL-llic | letal da VRV PL-VIl e
russelii snake Foram extraidas | avaliacdo da | ndo promoveu a | VRV-PL-IX. A
venom do veneno de | atividade letalidade, porém | moléculas VRV-PL-
Daboia russelii e | anticoagulante, induziu necrose hepética | VII exibiu
administradas histopatologica, foi | severa. neurotoxicidade pré e
em cultura | realizada a anélise pos-sinaptica,
celular de eletrofisiologica de enguanto
neurdnios do | célula inteira em VRV-PL-IX  apenas
hipocampo  de | cultura de células pré-sinaptica.
ratos. primarias do
hipocampo.
Biological (Terra et al., | Caracterizagdo Caracterizacdo da | O veneno de M. spixii | A MsPLA2-1 isolada
characterization of | 2015) da atividade | atividade apresentou alta atividade | apresentou alta
the Amazon coral biogquimica, edematogeénica, fosfolipidica quando | concentracao de
Micrurus  spixii funcional, miotoxica pela | comparada com o | fosfolipases, efeitos
snake venom: neurotoxica e | através da creatina | veneno de B. | neurotdxicos e
Isolation of a new microbicida do | quinase e estudo | jararacussu, com alta | inducdo do bloqueio
neurotoxic veneno extraido | miografico em ratos. | liberacdo de creatino | de contragdes
phospholipase A2 da Micrurus | A andlise da agdo da | quinase, atividade | musculares.
spixii, incluindo | PLA2 ocorreu via | citotdxica e microbicida.
da  fosfolipase | reacdo colorimétrica | A MsPLA2-I induziu o
A2, MsPLA2-1. | comparada ao | bloqueio de contracBes
veneno de Bothrops | musculares indiretas e
jararacussu, além de | diretas e dano miotéxico
avaliar o efeito | via desestabilizacdo da
citotoxico, anti- | membrana da fibra
leishmania e | muscular, levando a
antiplasmodial.  E | despolarizagdo celular e
por fim a | inexcitabilidade.
purificacéo,
quantificacao,
determinacéao de
massa e da sequéncia
de aminoécidos.
Neurotoxic (Ostrowski et al., | Investigagdo do | Expressdo e | Identificagdo da GLIC | A PLA2 é um
phospholipase A2 | 2016) potencial de | purificagdo da GLIC | como um novo alvo da | regulador do receptor
from rattlesnake as interacdo entre a | recombinante, proteina PLA2, por meio | GLIC, que quando
a new ligand and subunidade CB | seguido da interacdo ligados ocorre o
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new regulator of da crotoxina, | com a PLA2 | de ligacéo envolvendo o | aprimoramento da
prokaryotic PLA2 purificada. A | dominio extracelular atividade enzimatica
receptor GLIC proveniente do | avaliagdo  ocorreu da fosfolipase A2
(proton-gated ion veneno de | via Dicroismo
channel from G. Crotalus circular, estudo
violaceus) durissus eletrofisiolégico e

terrificus com o | Espectrofluorométri

receptor celular | co.

GLIC
Exploring and | (Resende et al., | Purificagdo e | Purificagdo, seguida | A preparacdoinvivondo | A AplTx-l apresenta

understanding the
functional role,
and  biochemical
and structural
characteristics  of
an acidic
phospholipase A2,
AplTx-1, purified
from Agkistrodon
piscivorus
leucostoma shake
venom

2017)

caracterizacéo da
PLA2 acida
AplTx-I,
proveniente  do
veneno de
Agkistrodon
piscivorus
leucostoma.

da  caracterizagéo

bioquimica,

estrutural e
farmacolégica. A
avaliacdo da

neurotoxicidade
ocorreu em modelo
biventro de pinto
nervo-musculo
cervicis (in vivo)

e frénica de
camundongo nervo-
diafragma (ex vivo).

inibiu a resposta de
contragdo da
acetilcolina, carbacol
e/ou potéassio

significativa, porém no
modelo ex vivo ocorreu
0 bloqueio
neuromuscular de forma
irreversivel  apés a
lavagem.

uma possivel acéo
seletiva em aves, sem
neurotoxicidade em
mamiferos. Além de
sua agdo  ocorrer
provavelmente  nos
nervos pré-sinapticos.

Neuromuscular

(Cavalcante et al.,

Verificagdo do

Os experimentos

A CTX e a subunidade

Os dados demonstram

paralysis by the | 2017) efeito de | foram realizados | que promoveu a | que CTX exerce uma
basic bloqueio da | com preparagBes de | exocitose no transmissor | acdo inibitéria pré-
phospholipase A2 Crotoxina diafragma frénico de | evocado pelo nervo, | sinaptica sobre
subunit of crotoxin (CTX), camundongos. A | caracterizado pela | a liberagéo de
from Crotalus fosfolipase A2, | detecgdo da | facilitacdo inicial | acetilcolina, que ¢
durissus terrificus heterodimérica exocitose do | transitdria. Ocorreu a | altamente dependente
snake venom needs na liberacdo do | transmissor e a | reducdo da liberacdo de | da atividade da
its acid chaperone transmissor acetilcolina evocada | acetilcolina e | PLA2. A CTX de
to concurrently evocado pelo | pelo nervo e sua | diminuicdo da amplitude | forma  isolada é
inhibit nervo. A CTX é | liberagdo ocorreuvia | nos nervos evocados incapaz de causar
acetylcholine uma  molécula | microscopia de paralisia muscular
release and proveniente da | video fluorescente e
produce  muscle serpente espectrometria  de
blockage Crotalus cintilagdo liquida

durissus

terrificus.
Inhibition of Kv2.1 | (Schitter et al., | Investigar 0 | Apés a purificacdo e | Foi identificado que essa | Essa toxina mostrou
Potassium 2019) efeito da | quantificacdo da | fosfolipase inibiu o canal | seletividade por canais
Channels by MiDCA1l em | MiDCAL ocorreu a | de potassio Kv2.1. de Kv2.1, permitindo a
MIDCAL, A Pre- canais de | expressdo em canais especulagdo de que o
Synaptically potassio de potassio blogueio desse canal
Active PLA2-Type dependentes de | dependentes de pela MIDCA1l esta
Toxin from voltagem (Kv) e | voltagem em células implicito na acdo de
Micrurus dumerilii em um sistema | primarias de liberagdo de
carinicauda Coral de expressao | neurdnios do ganglio acetilcolina nas
Snake Venom heter6logo. A | da raiz dorsal de jungdes

MIDCA1 é uma

camundongo e em

neuromusculares.

PLA2 odcitos de Xenopus

neurotoxica oocytes.

isolada do

veneno de

Micrurus

dumerilii

carinicauda.
Variations in | (Rusmili et al., | Investigar a | Ap6s a preparagdo, | Foi identificado variagdo | A variagdo da
neurotoxicity and | 2019) variagéo avaliagdo da | da neurotoxicidade do | atividade neurotoxica
proteome profile of geogréafica  da | concentragdo veneno dependente das | dependente da regido

Malayan krait

acdo neurotoxica
e composi¢do do

proteica, 0 veneno
foi adicionado a

suas localizages, sendo
a de atividade mais

pode ser resultado de
diferencas
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(Bungarus veneno de | preparaces de | toxica proveniente de | geogréficas, do tipo de
candidus) venoms Bungarus musculo do nervo de | pegonha da Tailandia. presa, ecolégicas ou
candidus das | pinto biventer climaticas.
regides da | cervicis.
Indonésia,
Malésia e
Tailandia.
In Vitro | (Liang, Huynh, | O estudo busca | O  veneno foi | O veneno apresentou | O veneno promoveu
Neurotoxicity —of | Ng, Isbister, & | avaliar a | administrado em | acdo dependente da | neurotoxicidade pds-
Chinese Krait | Hodgson, 2021) neurotoxicidade | preparacéo BCP, | concentracdo e tempo, | sinaptica, sem
(Bungarus in vitro do | avaliando a inibi¢do | induzindo respostas | reversdo pelo
multicinctus) veneno de | de contragbes | contrateis para agonistas | antiveneno. Os
Venom and Bungarus musculares e[ do receptor de | achados se
Neutralization by multicinctus e a | respostas de | acetilcolina nicotinico, | assemelham a clinica
Antivenoms eficacia do | agonistas exdgenos | com inibigdo da resposta | causada pelo
antiveneno. dependente da | da acetilcolina, quadro | envenenamento por B.
concentragéo e | revertido pelo | multicintus, apoiando
avaliagdo da | antiveneno. Foi relatada | a hipotese de que a
atividade do | falha respiratoria no | neurotoxicidade
antiveneno pré e pos | modelo in vivo. resistente a antiveneno
administragdo  das promovida por B.
toxinas  de B. multicintus é
Multicinctus. resultante das PLA2.

Fonte: Autores (2022).

Entre os 18 artigos selecionados foi possivel perceber uma diversidade de estudos relacionadas a neurotoxicidade
resultante de acidentes ofidicos, bem como a purificacéo e caracterizacdo de novas fosfolipases da superfamilia A2 oriundas das
serpentes dos géneros Protobothrops, Austrelaps, Cryptophis, Denisonia, Echiopsis, Hemiaspis, Vermicella, Micrurus,
Bothriopsis, Porthidium, Agkistrodon, Crotalus e Bungarus. A maioria das espécies investigadas eram da familia Elapidae,
grupo de ofidios caracterizado pela peconha composta em abundancia por PLA2, resultantes de uma gama de eventos evolutivos
independentes como demonstrado por Fry e Wister (2004).

A maioria dos artigos selecionados (55,5%) utilizaram como método de avaliagdo toxicoldgica a insercdo da molécula
de interesse em preparagdes de biventer cervicis de pinto (BCP) (Tsali, et al., 2011; Marcon & Nicholson, 2011; Pycroft et al.,
2012; Renjifo et al., 2012; Camargo, et al., 2011; Floriano et al., 2013; Huancahuire-Vega et al., 2014; Resende et al., 2017;
Rusmili et al., 2019; Liang et al., 2021), método fundamentado na avaliagéo da interagdo entre a molécula alvo com o tecido
isolado da regido BCP, o qual se encontra estimulado por meio de eletrodos. Essa preparacdo permite a distingdo entre agentes
promotores ou ndo de blogueios neuromusculares de maneira simples. Também foi possivel perceber a utilizacdo de preparagdes
de diafragma frénico de camundongo (Floriano et al., 2013; Resende et al., 2017; Cavalcante et al., 2017), utilizando o mesmo
conceito base. Além do uso da cultura de células (De Carvalho et al., 2014; Kumar et al., 2015; Schiitter et al., 2019), comparacao
do perfil toxicologico via reacdo colorimétrica (Terra et al., 2015), expressdo em sistemas modelos (Schiitter et al., 2019) e in
vivo para a avaliagdo toxicologica (Vergara et al., 2014; Kumar et al., 2015; Terra et al., 2015; Resende et al., 2017).

Foram caracterizadas as a¢des neurotoxicas das moléculas Bbil-TX, MIx-8, MIx-9, PhTX-II, Bp-13, isoenzimas VRV
PL, MsPLA2-1, AplTx-I, MiDCAL, identificacdo dos residuos de aminoacidos responsaveis pela agdo neurotoxica da
trimucrotoxina (TmCT), constatacdo de que a acéo neurotdxica da B. bilineata smargadina é fundamentada na atividade da
molécula Bbil-TX e determinacdo da atuagdo da subunidade CB da crotoxina como regulador do receptor GLIC (Floriano et al.,
2013; De Carvalho et al., 2014; Huancahuire-Vega et al., 2014; Sucasaca-Monzon et al., 2015; Kumar et al., 2015; Terra et al.,
2015; Resende et al., 2017; Schitter et al., 2019; Tsai et al., 2011; Ostrowski et al., 2016).

No que tange a purificagdo das enzimas, foram isoladas PLA2 na pegonha do género Austrelaps, das espécies A.

superbus, A. ramsayi, A. labialis, com possivel acdo pautada no bloqueio dos agonistas nicotinicos pos-sinapticos das respectivas
8
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espécies (Marcon & Nicholson, 2011). Identificacdo de uma grande quantidade de PLA2 (33%) associada a alta toxicidade na
peconha de Micrurus fulvius (Vergara et al., 2014), possivel acdo pés-sinaptica nos receptores nicotinicos de acetilcolina pelas
peconhas de Bungarus multicinctus, Micrurus dissoleucus e Micrurus mipartitus (Liang et al., 2021; Renjifo et al., 2012). A
baixa atividade de PLA2 na peconha de Micrurus pyrrhocryptus, corroborando em pequena parcela com a parada neuromuscular
promovida pela espécie (Camargo et al., 2011), melhor compreenséo da neurotoxicidade mediada pelos venenos provindos da
C. boschmai, D. devisi, E. curta, H. signata e V. annulata, caracterizada pela sua pés-sinaptica significante em células de aves
(Pycroftetal., 2012) e Identificacfo do papel ndo significativo da quantidade de PLA2 com o grau de neurotoxicidade da peconha
de Bungarus candidus (Rusmili et al., 2019).

Visando a descricdo de maneira didatica sobre quais moléculas do grupo das PLA2 obteve se o relato da presenca de

atividade neurot6xica, nos Gltimos 10 anos, elaboramos a Tabela 2, dissertando sobre as moléculas identificada na literatura, as

quais apresentaram atividade neurotoxica, contado com a descri¢do da sua acdo bioldgica e o seu sitio de acéo.

Tabela 2: Moléculas com neurotoxicidade relatada.

PLA2 Possivel sitio de acdo Atividade neurotoxica relatada Referéncia
Residuos de aminoéacidos | Ndo se aplica ao presente | Neurotoxicidade promovida em BPC, | (Tsai etal., 2011)
TmCT trabalho. especialmente dos residuos Asnl, Asné,
Lys7, llell, Met12, Gly53, Thr79, His108
e Met118.
Bbil-TX Pré-sinéptico. Blogueio neuro-muscular sem alteragdes | (Floriano et al., 2013)
significativas nas concentragBes de
acetilcolina e cloreto de potassio em
preparacdes BCP e DFC.
MIx-8 O trabalho ndo apresentou | Neurotoxicidade acompanhada da reducdo | (De Carvalho et al., 2014)
indicativos do local de acéo da | da LDH e aumento da quantidade de Ca2+
molécula. citosolico livre, reducdo do potencial
mitocondrial transmembrana, diminuigdo
da atividade metabdlica mitocondrial e
danos morfo-degenerativos.
MIx-9 O trabalho ndo apresentou | Redugdo da LDH, aumento de Ca2+ | (De Carvalho etal., 2014)
indicativos do local de acdo da | citosélico livre, reducdo do potencial
molécula. mitocondrial transmembrana, diminuicdo
da atividade metabdlica mitocondrial e
danos degenerativos incompativeis com a
viabilidade celular.
PhTX-II Pds-sinaptico. Blogueio  neuromuscular irreversivel, | (Huancahuire-Vega et al.,
célcio dependente. Sem mudancas | 2014
significativas nas contraturas para a
acetilcolina exdgena e cloreto de potassio.
VRV-PL-Illc Néo foi identificada | Danos hepaticos e renais, associada a baixa | (Kumar et al., 2015)
neurotoxicidade associada a | letalidade e sem neurotoxicidade relatada.
molécula.
VRV-PL-VII Pré e pos-sinaptico. Desconforto respiratério e paralisia do | (Kumar et al., 2015)
membro  posterior,  neurotoxicidade
possivelmente mediada por proteinas
subjacentes a maquinaria da liberagdo
vesicular.
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VRV-PL-IX Pré-sinaptico. Desconforto respiratério e paralisia do | (Kumar et al., 2015)
membro posterior.

VRV PL-V Pré e pos-sinaptico. Neurotoxicidade possivelmente mediada | (Kumar et al., 2015)
por proteinas

subjacentes a maquinaria da liberacdo
vesicular.

MsPLA2-1 Pré-sinaptica. Inducdo do bloqueio de contracdes | (Terraetal., 2015)
musculares indiretas e diretas.

Subunidade CB Dominio extracelular. Subunidade CB atua como regulador do | (Ostrowski et al. 2016)
receptor GLIC, atividade a qual permite o
aprimoramento  da  neurotoxicidade
mediada.

AplTx-1 Pré-sinaptica. N&o inibicdo da resposta a acetilcolina, | (Resende et al., 2017)
carbacol e/ou potassio significativa in vivo,
porém no modelo ex vivo ocorreu o
blogueio  neuromuscular de forma

irreversivel.
MiIDCAl O trabalho ndo apresentou | Seletividade por canais de Kv2.1, | (Schiitter et al., 2019)
indicativos do local de acdo da | permitindo a especulacdo de que a
molécula. molécula estd relacionada a acdo de

liberagdo de acetilcolina nas juncdes
neuromusculares

Fonte: Autores (2022).

Os artigos encontrados demonstraram importantes avangos no que tange a compreensao a respeito da a¢ao e do sitio de
interagdo dessas biomoléculas, como a identificagdo da acdo pds-sindptica das isoenzimas VRV PL (Kumar et al., 2015), acéo
pré-sinaptica da MsPLA2-I (Terrai et al., 2015), acdo neuromuscular na regido do sarcolema da Bp-13 (Sucasaca-Monzén et al.,
2015), toxicidade neuromuscular com possivel seletividade por aves da AplTx-1 (Resende et al., 2017), seletividade da MiDCA1
por canais de potassio Kv2.1 com acdo nas juncdes neuromusculares (Schitter et al., 2019), identificacdo dos residuos de
aminoacidos envolvidos na neurotoxicidade mediada por TmCT. Além da compreensdo do papel inibitdrio da CTX na liberacéo
de ACh, o qual é insuficiente para paralisia muscular (Tsai et al., 2011); determinacéo do papel exercido pela subunidade CB
como regulador do receptor GLIC (Ostrowski et al., 2016); aumento do Ca2+ citosélico livre e comprometimento da funcédo
mitocondrial pela MIx-8 e MIx-9, acéo pré-sinaptico promotora a parada neuromuscular pela da Bbil-TX (Floriano et al., 2013),
dependéncia da PhTX-1I por célcio e identificacdo da sua agcdo no musculo esquelético (Huancahuire-Vega et al., 2014).

A determinacéo do mecanismo de acéo das fosfolipases A2 permite o avanco cientifico além da biologia molecular,
respaldando em ganhos a diferentes campos de pesquisa, como no estudo de Marcon e Nicholson, o qual forneceu os primeiros
dados para validacdo do quadro clinico atual de recomendac@es para 0 uso do anti-veneno monovalente de cobra tigre, conhecido
pelo acrénimo de TSAV, no tratamento de individuos envenenados pela serpente de copperhead australiano (Marcon &
Nicholson, 2011). Os avancos referente aos mecanismos responsaveis pela acdo bioldgica da familia enzimética A2, incluindo a
identificacdo dos aminoacidos envolvidos na neurotoxicidade da trimucrotoxina (Tsai et al., 2011), seletividade da molécula
MiDCA1 por determinados canais de potassio, possivelmente relacionados a liberagdo da acetilcolina (Schitter et al., 2019) e a
determinacéo da subunidade da crotoxina responsavel pela regulacdo do seu respectivo receptor celular (Cavalcante et al., 2017).

Destarte, os Gltimos 10 anos de pesquisas referente a acdo neurotdxica da peconha de ofidios corrobora com aspectos

previamente retratados na literatura, como a associagdo da constituigdo da peconha com variagdo geografica da serpente e por
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consequéncia variacdo da neurotoxicidade (Rusmili et al., 2019), dependéncia de Ca2+ para o funcionamento enzimatico ideal
das PLA2 (De Carvalho et al., 2014) e relatos de moléculas com acdo pré-sinaptica (Ranawaka et al., 2013). Além disso, foi
possivel encontrar moléculas que tem sua acdo biolégica pautada em sitios que diferem do funcionamento padrédo desse grupo
enzimatico, as PLA2 provindas de B. multicinctus (Liang et al., 2021) e as moléculas VRV-PL-IX e PhTX-II tiveram sua a¢do
bioldgica na regido pos-sinaptica (Kumar et al., 2015; Huancahuire-Vega et al., 2014). Apesar dos avangos, a continuacgéo e
expansdo de estudos sobre o tema se faz necessario para a elucidagdo dos determinantes moleculares e eventos intracelulares
responsaveis pela agdo biologica desse grupo enzimatico, possibilitando aplicagbes biotecnologicas e biomédicas dessas

moléculas.

4, Conclusdes

Em sintese, nos altimos 10 anos de estudos no que tange a compreensdo das fosfolipases A2, no campo da toxicologia,
foram encontradas evidéncias a respeito do mecanismo e/ou sitio de acdo de 14 moléculas distintas e do envolvimento desse
grupo de moléculas nas reagdes neurotdxicas de sete espécies de pegonhas diferentes. Os achados mais notéveis corresponderam
a constatagdo de que a acdo neurotoxica da B. bilineata smargadina é fundamentada na a¢do da PLA2 Bbil-TX, comprovacéao da
dependéncia da PhTX-11 por calcio para sua agdo no musculo esquelético, identificacdo da agdo neurotdxica muscular promovido
pela BP-13 na regido do sarcolema, determinacdo da subunidade da crotoxina atuante como regulador do receptor GLIC e
identificacdo da seletividade da MiDCA1 por canais especificos de potassio. Apesar dos avancos, ainda h4 necessidade de
expansao dos estudos sobre o tema. A elucidacdo dos mecanismos moleculares e eventos intracelulares responsaveis pela acéo
biologica das PLA2 possibilitard uma gama de aplicagBes biotecnolégicas, em razdo das atividades antimicrobiana,
antibacteriana, angiogénica e hipotensiva ja caracterizadas.
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