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RESUMO

As espécies Crotalus durissus, popularmente conhecidas como cascaveis,
si0 serpentes de grande importancia médica na América do Sul, principalmente
no Brasil. A pegonha dessa serpente tem sido objeto de estudos por mais de um
século, como mostrado pelos estudos realizados por BRAZIL, 1903, SLOTTA &
FRAENKEL CONRAT, 1938, VITAL BRAZIL, 1966 e muitos outros.

A peconha crotalica isolada através de gel filtragdo do veneno bruto em
coluna de Sephadex G 75, mostra a presenca de quatro picos, (pico ) convulxina,
(pico Il) giroxina, (pico IIl) crotoxina e (pico IV) crotamina.

O pico Il foi testado, mostrou seu caracteristico bloqueio neuromuscular
em preparagao nervo-frénico diafragma de camundongo.

Na purificagdo do veneno bruto crotalico em HPLC de exclusdo molecular,
usando uma coluna Protein Pack SW 300, obteve-se além dos picos principais
trés novos componentes do complexo crotoxina picos: cdty lli; cdty V e cdty VI,
sendo a crotoxina identificada como pico cdty IV.

O uso desta cromatografia determinou a dissociagdo dos efeitos
facilitadores e bloqueadores neuromusculares caracteristicos da crotoxina . Assim,
o pico cdty lll e cdty V exibiram praticamente somente o efeito facilitador da
crotoxina (pico cdty IV) nos 120 min de observagao.

A repurificagdo da crotoxina em HPLC de fase reversa em coluna y -
Bondapack ¢ 18, resultou em duas isoformas de crotapotina (F 5 e F 7) e trés de
fosfolipase Az (F15, F16 e F17). Foram escolhidas as isoformas F7 (crotapotina) e

AN




resumo

as F16 e F17 (PLAp).as quais foram recombinadas em trés diferentes proporgoes:
1:1; 12e2:1.

Ao associarmos a crotapotina (F7) com a PLA; (F16), obtivemos o efeito
“chaperone’ descrito na literatura ou seja, a inibicéo da resposta contratil, o efeito
bloqueador irreversivel.

O mesmo n&o ocorreu ao recombinarmos crotapotina (F7) com PLA; (F17),
o qual ndo determinou qualquer alteragéo na resposta contratil, isto &, mostrou-se

destituida de atividade biolégica.
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1. INTRODUGAO

1.1 Género Crotalus

As espécies de serpentes do género Crotalus, conhecidas popularmente
como cascaveis encontram-se distribuidas em todo o Brasil destacando-se dentre
estas: durissus ferrificus, durissus cascavella, durissus ruruima, durissus
marajoensis, durissus cuminamensis, durissus dryinas ( CAMPBELL et al., 1989,
SANTORO et al., 1999). Responsaveis por cerca de 7,7% dos acidentes ofidicos
registrados no Brasil sendo que, em algumas regiées podem chegar a 30% dos
acidentes ofidicos, por exemplo, na cidade de Botucatu.

Do ponto de vista epidemiolégico, as Bothrops sdo responsaveis, pela
maioria dos acidentes ofidicos (90%) ocorridos no pais. O acidente crotalico,
contudo, apresenta o maior indice de letalidade devido a freqiiéncia com que
evolui para insuficiéncia renal aguda ou insuficiéncia respiratéria (MINISTERIO
DA SAUDE, 1998). As serpentes pertencentes ao género crotalus medem
aproximadamente 1,80 m e se alimentam principalmente de roedores (JANZEN et
al.,1991).

A espécie Crotalus durissus terificus e as subespécies proximas sao as
Unicas cacavéis da América Tropical, podendo ser encontradas em terras baixas e
secas, e se distribuem desde o Sul do México, todo territorio brasileiro até o
Paraguai, com interrupgées zoogeograficas no Panama, ao Norte do Brasil.

O genéro Crotalus caracteriza-se por pertencer & familia Viperidae que

inclue as serpentes que possuem o mais complexo aparelho pegonhifero, através

? 34




introdug¢do

do qual inoculam seu veneno. Possuem presas méveis na regiao frontal da boca

e, por isso, sdo classificadas como solendglifa (Fig.1).

Figura 1 Serpente solendglifa ou solenoglifodonte. O dente inoculador &
mével e localiza-se na mandibula na regido anterior da
cavidade bucal

Identifica-se a serpente pertencente ao genéro Crofalus atraves da cauda
que é composta por varios anéis cérneos, formados cada qual ao final de uma
ecdise, engastados entre si e que ao ser agitada emite um som como de um
‘chocalho’. A provavel funcdo bioldgica de um ‘chocalho’ seria de alertar ou
amedrontar possiveis inimigos naturais.

Também é identificada por ser um tanatofidio que possui fosseta loreal, um
orificio situado entre os olhos e a narina, funcionando como uma espécie de
‘radar’, sendo um 6rgdo sensorial termorreceptor, extremamente sensivel, tao
delicado e agudo que, em noites escuras, onde nem a serpente enxerga, ela e
capaz de detectar a aproximagdo de um animal de sangue quente (com

temperatura em torno de 36 a 37° C) a uma distancia de dois metros (Fig. 2).

")
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Figura 2 (A) Vista lateral da fosseta loreal. Fosseta loreal: orificio situado
entre o olho e a narina. (B) Vista frontal da fosseta loreal.

1.2 PECONHA

A peconha é produzida e mantida em uma glandula (par), situada na base
da cabeca, o que, em algumas serpentes, pode lhes acentuar o aspecto triangular.
Desta glandula sai um canal até a base frontal da presa, que é oca e permite a
transferéncia de pegonha a vitima.

Existem musculos que rodeiam a glandula e que, no momento da picada,

se contraem, fazendo com que a pegonha seja injetada na vitima (Fig.3) .

P 36
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Figura 3 Esquema do aparelho pegonhifero de uma solendglifa.
§ glandula de pegonha

1.2.1 Modo de acdo da pegonha

O tipo de agédo da pegonha, em geral, € o mesmo dentro de um mesmo
género, mas podem ocorrer variagbes ontogenéticas, sazonais e regionais:

Ontogénéticas: em muitas serpentes ocorre uma variagéo entre a pegonha
produzida pelo filhote e a do adulto;

Sazonais: em alguns animais a época do ano pode interferir na pegonha;

Regionais: podem ocorrer variagbes em termos de composicdo dos
constituintes da peconha, entre serpentes do mesmo género, mas

geograficamente distantes.
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A peconha Crotalus durissus terrificus atua de diferentes formas em nosso
organismo. Assim, de acordo com sua ag¢do, podemos classifica-la em
neurotdxica, miotéxica e coagulante. (SCHVARTSMAN, 1992).

Neurotoxicidade: produzida principalmente pela fragdo crotoxina, uma
neurotoxina de acgao pré-sinaptica que atua nas terminagées nervosas, inibindo a
liberag&o de acetilcolina. Esta inibigao é o principal fator responsavel pelo bloqueio
neuromuscular do qual decorre a paralisia motora apresentada pelos animais e
pelos pacientes.

As manifestagées clinicas decorrentes da atividade neurotéxica da
peconha, geralmente se tornam visiveis nas primeiras seis horas, quando se
evidencia a ptose palpebral uni ou bilateral e flacidez da musculatura da face,
caracterizando um facies miasténico que foi denominado ‘facies
neurotéxicos’quando descrito por ROSENFELD, 1971. Ha oftalmoplegia, podendo
existir dificuldade na acomodacao, alteragao do didmetro pupilar (midriase) com
referéncia de visdo turva, até cegueira e diplopia. Queixas menos frequentes
aparecem como dificuldades na degluticao, alteracbes do olfato e do paladar,
assim como paralisia velopalatina. Ha relatos raros de ocorréncia de paralisia da
musculatura intercostal e/ou diafragmatica (VITAL BRAZIL, 1966).

Miotoxica: produz lesées de fibras musculares esqueléticas (rabdomidlise)
com liberagdo de enzimas e mioglobina para o soro e que s&o, posteriormente

excretadas pela urina.
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As manifestagbes decorrentes da atividade miotéxica provocam dores
musculares generalizadas (mialgias), de aparecimento precoce e mais intensa,
nos casos mais graves. A fibra muscular esquelética lesada libera quantidades
variaveis de mioglobina para o sangue, que € excretada pela urina (mioglobindria),
conferindo-lhe uma cor avermelhada ou de tonalidade mais escura até marrom. A
mioglobinuria constitui a manifestagdo clinica mais evidente da necrose da
musculatura esquelética (rabdomiélise), (AZEVEDO-MARQUES, CUPO, HERING,
1982).

Coagulante: decorre de atividade de enzimas do tipo trombina- like que
converte o fibrinogénio solivel diretamente em fibrina (coagulo mole), de
proteases (metaloproteases, serinoproteases) que atuam em pontos especificos
da cascata da coagulag@o. O consumo de fibrinogénio promovido pela enzima tipo
trombina, presente na pegonha, pode levar a incoagulabilidade sanglinea.
Geralmente, ndo ha redugdo do numero de plaquetas (RAW et al, 1986;
ALEXANDER et al., 1988).

A busca do conhecimento da estrutura quimica de toxinas de serpentes e
suas propriedades farmacolégicas tem sido longamente explorada cientificamente,
consideradas valiosas ferramentas para elucidagdo dos complexos biol6gicos,
principalmente em nivel molecular, de fendmenos fisioloégicos, farmacolégicos e

fisiopatolégicos (TU,1977; KARLSSON, 1979).

‘\2 39
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1.2.2 Aspectos gerais da pegonha

O veneno seco das serpentes € constituido por 90% de proteinas e cerca
de 10% de componentes ndo protéicos.

A maior parte da porgéo protéica é constituida por enzimas de natureza
hidrolitica, enquanto que os constituintes nao protéicos sdo compostos inorganicos
e organicos (TU,1977). Os constituintes inorganicos sdo compostos por cétions e
anions, ions metalicos ou ndo. Muitos destes ions sdo extremamente importantes
para a atividade de diversas enzimas como a acetilcolinesterase, que é
dependente de zinco, magnésio e calcio. A porgdo orgénica é composta por
aminoacidos livres (SASAKI, 1960, SHIPOLINI, et al, 1965). Também foram
encontrados nucleotideos de purina, carboidratos que estdo na forma de
glicoproteinas e agulcares livres, lipidios e aminas biogénicas, as quais sdo
responsaveis pela dor, produzida pela mordida de serpentes, principalmente das
pertencentes as familias Viperidae. (LIN & LEE, 1971; BIEBER et al., 1975).

As enzimas presentes no veneno total das serpentes podem ser divididas
em seis classes principais:

Oxiredutases: o veneno total de serpentes possui basicamente dois tipos
de enzimas: L-amino acido oxidase e a lactato desidrogenase. A primeira converte
o aminoacido livre em a-cetoacido (MEISTER, 1966; MEBS, 1970) enquanto que a
segunda, é responsavel pela catalise da reagdo de conversédo do lactato a acido

piravico (MCLEAN, et al., 1971).
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Fosfatases: as fosfatases, presentes no veneno total de serpentes,
quebram as ligagdes fosfomonoéster e fosfodiéster, sendo que as mais
conhecidas sdo as fosfodiesterases (LASCKOWSKI, 1971).

Glicosidases: um exemplo de glicosidase € a hialuronidase, uma enzima
que catalisa a reagao de hidrélise do acido hialurénico, que, por sua vez, € um
muco polissacarideo que pode ser encontrado na pele, nos tecidos conectivos e
nos tenddes. Provavelmente, esta enzima teria o papel de facilitar a difusao das
toxinas do veneno para dentro do tecido das vitimas (MAYER et al., 1960).

Proteases: 0 veneno possui varias proteases, quase todas dependentes de
co-fatores como ions metéalicos (calcio e magnésio), podendo ser agrupadas em
duas grandes subclasses: endopeptidase e exopeptidases (IWANAGA et
al.,1976).

Lipases: 0 veneno possui vérias lipases, sendo que as mais estudadas e
caracterizadas sdo as fosfolipases A, (PLA;), pela sua importancia biologica e
farmacolégica e pelas suas propriedades quimicas, (TU, 1977). As PLAz, além de
catalisar as reagées de hidrélise de fosfolipideos , sdo causadoras de efeitos
farmacolégicos importantes que podem ser independentes da quebra de lipidios,
tais como: neurotoxicidade pré e p6s-sinaptica, miotoxicidade, cardiotoxicidade,
atividade anticoagulante, convulsionante, hipotensiva, hemolitica, hemorragica e
edematoldgica (ARNI & WARD, 1995).

Além das enzimas, o veneno de serpentes pode possuir neurotoxinas, que

é um outro grupo de proteinas que também estao presentes nos venenos.
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1.2.3 Componentes do veneno de Crotalus durissus terrificus

O veneno de Crotalus tem sido investigado, tanto biolégica como
farmacologicamente; desde 1938, foram isoladas do veneno total as fragoes
denominadas: giroxina, convulxina, crotamina, crotoxina, sendo a crotoxina objeto
de nossa pesquisa (SLOTTA & FRAENKEL-CONRAT,1938).

Giroxina: € farmacologicamente pouco conhecida, produz uma sindrome
convulsiva, em condigdes experimentais, em camundongos. Seu isolamento foi
descrito por BARRIO (1961).

Convulxina: & responsavel por convulsdes, distlrbios respiratérios e
circulatérios; & uma toxina de alta massa molecular, que se comporta como uma
proteina homogénea. ( PRADO-FRANCESCHI, 1970).

Crotamina: € uma neurotoxina polipeptidica de baixo peso molecular de
caracter basico identificada pela primeira vez, por GONCALVES & VIEIRA, em
1950; é encontrada no veneno de serpente da espécie em Crotalus durisssus
terrificus, de certas regides do Brasil, Argentina e Bolivia. E uma proteina de ponto
isoelétrico igual a 10,3, massa molecular de 4,8 kDa e com trés pontes de sulfeto
(GONCALVES, 1956). Apresenta um pequeno numero de residuos de
aminoacidos comparados com outras neurotoxinas ( RYDEN et.al., 1973, YANG,
1974). E uma molécula resistente ao calor, suportando uma temperatura de 70°C
por 18 horas sem perder sua propriedade téxica; quando é injetada
intraperitonealmente em ratos causa depressao respiratéria, lacrimejamento,

paralisia espastica das patas posteriores, convulsao e morte.
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Recentemente, MACIN et.al., (1997), mostrou que a crotamina em baixas
concentragdes é capaz de induzir um efeito anestésico cujo mecanismo de acéo é
desconhecido, existe uma presenca de isoformas detectadas por cromatografia
convencional (SMITH AND SCHMIDT, 1990).

Duas variedades regionais de serpentes podem ser identificadas nesta
espécie (durissus terrificus); uma que exibe veneno de coloragéo amarelo e outra
de coloracao branca. Esta diferenga se deve a presen¢a no veneno de L-amino
oxidase e de NAD-hidrolase (BARRIO & VITAL BRAZIL, 1951, TU, 1977,1982,
BERCOVICCI et al., 1987) determinando diferengcas na sua composigao
bioquimica.

Crotoxina: a crotoxina € a responsavel pela alta toxidade do veneno
crotalico atua nas terminagfes nervosas; bloqueando a transmissédo
neuromuscular (BRAZIL, 1966), sendo portanto responsavel pela paralisia
respiratéria e dos musculos esqueléticos, em condi¢des experimentais.

A crotoxina, cristalizada e isolada por SLOTTA & FRAENKEL-CONRAT,
1938; HENDON & FRAENKEL-CONRAT, 1971; BREITHAUPT, 1976, a partir do
veneno total de Crotalus durissus terrificus , mostrou ser um complexo resultante
da interagdo de duas subunidades que formam uma proteina heterodimera. A
subunidade acida (CA) crotapotina, com massa molecular de 9 kDa, & formada por
trés cadeias polipeptidicas ligadas por trés pontes de dissulfeto. O componente
basico (CB) é uma proteina fosfolipase Az (PLA2) que possui massa molecular de
14,5 kDa, sendo responsavel tanto pela atividade enzimatica, como pela

toxicidade induzida pelo complexo (HENDON & FRAENKEL-CONRAT, 1971).
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Por outro lado, o componente &cido, a crotapotina tem sido descrito como
sendo destituido de atividade enzimatica ou farmacolégica (HABERMAN &
BREITHAUPT, 1978, BON et al,1979; VERHEIJ ef al.1981;
GOPALAKRISHNARONE et al,,1984). Porém, estudos mais recentes sugerem
que a crotapotina administrada in vivo (através de injecdo subplantar,
intraperitoneal ou por via oral) pode apresentar propriedades antiinflamatérias.
Esta atividade ndo é devida a liberagao de corticosterdides endbgenos ou pela
inibicdo da atividade das ciclo-oxigenase. Os dados obtidos por LANDUCCI et al.
1995a, sugerem que a crotapotina poderia estar interagindo com as PLA;
extracelulares, geradas durante o processo inflamatério, levando a reducao da
atividade hidrolitica destas ultimas.

A crotapotina é denominada proteina “chaperone”, pois teria a fungdo de
impedir as ligagdes inespecificas da PLA, na membrana celular, facilitando, desta
forma, a manifestagdo de seus efeitos toxicos (BOUCHIER et al., 1991).

Os efeitos farmacolégicos, observados pela agdo das PLA; n3o sdo
necessariamente geradas pela quebra de fosfolipideos e da ruptura das
membranas biolégicas. As fosfolipases A, parecem apresentar mais de um sitio
catalitico caracteristico; um sitio (s) farmacolégico (s) distinto (s) do catalitico
(YANG, 1994).

A crotoxina, do ponto de vista farmacolégico e fisiolégico possue dois tipos
de agdes, uma pré-sinaptica (BRAZIL & EXCELL, 1971) e uma poés- sinaptica
(HAWGOOD, 1979; BON et al., 1979).
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A crotoxina apresenta varias isoformas que sdo conseqiéncia, muitas
vezes, da alteracdo de um (nico aminoacido. (FAURE & BON, 1988). Esta
multiplicidade e a diversidade dessas isoformas de crotoxina parecem ser o
resultado de modificagdo pos-traducional que ocorre sob uma unica forma
precursora, levando a formagdo de isoformas de crotapotina. (BOUCHIER
et.al.1991). Expressao de diferentes RNAs mensageiros, levando a formagéo de
isoformas de PLA,.(FAURE et al., 1994).

De acordo com alguns modelos, o efeito farmacologico das PLA, poderia
ser desencadeado pela presenca de sitios cataliticos e farmacologicos presentes
dentro da molécula. O sitio farmacolégico da enzima teria alta ou baixa afinidade
por determinado sitio alvo, presente na membrana celular.

A presenca do sitio especifico distinguiria uma célula alvo de uma célula
nao alvo, isso determinaria a unido da enzima com sua célula alvo (presenca do
sitio ativo com alta especificidade) e a néo unido da célula alvo (auséncia do sitio
e baixa especificidade, ocorrendo apenas quando ha um excesso de enzima),
(KINI, 1997).

S3o descritos dois modelos para explicar a interagdo da crotoxina com a
membrana pré-sindptica. O modelo da Dissociagdo e do Complexo Ternario
Transiente. O primeiro modelo diz que, quando a crotoxina se aproxima do seu
receptor na membrana celular, a crotapotina se dissocia da PLA; deixando-a livre
para se ligar ao receptor. No segundo modelo, a crotoxina primeiramente se une

ao receptor da membrana e s6 entdo ocorre a dissociagdo de seus componentes,
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com liberagdo da crotapotina, enquanto a PLA, permanece ligada ao receptor
(DELOT & BON, 1993).

Portanto, como j4 nos referimos acima, a crotapotina é considerada
farmacologicamente inativa, quando se encontra isolada do complexo da
crotoxina, e a sua fungdo basica conhecida é a de facilitar a unido da PLA, aos
sitios especificos presentes nas membranas biolégicas, propiciando uma melhor
forma de interagdo da PLA; com os sitios especificos envolvidos em suas
atividades fisiolégica e farmacolégica (BON, et.al.,1979). Estes sitios especificos
sdo de natureza protéica ou glicoprotéica e estariam localizados na superficie da
membrana plasmética das células alvos (KINI, 1997).

A crotoxina, considerada entdo como uma substancia neurotéxica atua em
dois niveis:

Inibicdo da condugdo axénica: afetando fortemente o fluxo normal dos ions
de Na* e K* ao longo da agao.

Inibidora da transmissdo sinaptica: sabe-se entido que inibe a
neurotransmiss&o principalmente por interferir com a liberagdo da ACh na jungéo
neuromuscular. Embora também exiba alguma agdo pés sinaptica, o efeito da
crotoxina, em nivel pés-sinaptico, ocorre por meio do bloqueio da resposta da
acetilcolina, através da estabilizagdo do receptor de acetilcolina para um estado
conformativo inativo (BRAZIL & EXCELL, 1972, BON et al.,.1979).

Seu efeito primario pré-sinaptico causa uma modificacdo trifasica na
liberagdo do neurotransmissor nas terminagées nervosas. Primeiro, ocorre

depressdo na liberagdo de transmissores neuromusculares, combinando com o
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bloqueio linear da transmissdao. (CHANG & LEE, 1977, CHANG & SU, 1982,
HAWGOOD et al, 1988).

1.2.4 Aspectos Gerais da Fosfolipase A (PLA?)

A degradagao dos fosfogliceridios é realizada por fosfolipases (PLA), que
s3o enzimas esteroliticas que hidrolizam glicerofosfolipidios, podendo ser
encontradas em plantas, bactérias e tecidos de mamiferos (pulméao, figado, baco,
coragdo, eritrocitos, plaquetas e leucdcitos polimorfonucleares) (VAN-DER-
BOSCH, 1980). Entretanto, as mais conhecidas e estudadas do ponto de vista
bioquimico e biolégico, sdo aquelas encontradas nos tecidos pancreaticos de
mamiferos, nos venenos de serpente e na hidrélise da fosfatidilcolina
(WITTCOFF,1951).

Estudos subseqiilentes mostraram que as PLA; sdo abundantemente
encontradas em venenos de varias serpentes e nas glandulas exdcrinas, onde
estas enzimas tém papel importante na digestdo de lipidios.(WITTCOFF,1951;
DENNIS,1983; HARRIS, et al., 1990).

As PLA sao classificadas, baseando-se no sitio de hidrélise, em fosfolipase
A, A, B, C e D. Estas enzimas sdo classificadas de acordo com a sua funcgéo,
regulagao, localizagdo, mecanismo e seqiéncia de aminoacidos, estrutura e papel

dos ions divalentes (DENNIS,1994).
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Estas enzimas possuem varias pontes de sulfeto e sdo extremamente
estaveis ao tratamento com calor e &cidos, apresentando homologia sequencial
entre si e especialmente na regifo do sitio catalitico (CHANG et al., 1977).

As fosfolipase Az (PLAz), também conhecidas por fosfatidil-acil-hidrolases
(EC 3.1.1.4), sdao enzimas lipoliticas que agem especificamente na catélise de
hidrélise da ligacdo acil-éster na posigdo sn-2 de fosfoglicerideos (fig. 4). Esta
reacao é dependente de caicio e libera quantidades eqiiimolares de acidos graxos
livres e lisofosfolipidios, que sdo considerados substratos igualmente adequados
para os processos hidroliticos catalisados pelas demais fosfolipases (HANAHAN,
1971, SLOTBOOM et al., 1982, MUKHERJEE et al., 1994)

As PLA; tém papel fundamental no metabolismo de lipidios e estdo
intimamente relacionadas com a liberagdo de acidos araquidénicos que & um
precursor comum de uma série de lipidios bioativos tais como as prostaglandinas,
leucotrinos e (coletivamente denominados de eicosandides) tromboxanos. Existem
também evidéncias de que estas enzimas poderiam atuar nas respostas
imunolégicas,  inflamatérias,  proliferagdo  celular, vasoconstricio e
broncoconstrigao (KINI,1997).

As PLA; sdo capazes de hidrolisar varios tipos de fosfélipidios tais como:

fosfatidilinositol, fosfatidilglicerol e plasmologeno.
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R1 e R2 sdo cadeias de hidrocarbonetos
dos acidos graxos.
X=grupamento polar tais como:
CHoCHaN(CHg)3 na fosfatidilcolina
CHoCHoNH» na fosfatidiletanolamina
CHoCH(COOH)NH, na fosfatidilserina

il
Ro—C—O-CH Fosfolipase C

HCH-O7P=0-X
&
Fosfolipase D

Figura 4 Local de hidrélise de diferentes fosfolipases em um fosfolipideo

(WAITE, 1987).

A:- Presentes nos tecidos de mamiferos.
A~ Foram as primeiras a serem reconhecidas, sua descoberta foi
baseada na observacgéo da agdo do suco pancreatico e do veneno
da serpente na hidrélise de fosfatidilcolina (WITTCOFF,1951).

C - Encontradas em lisossomos hepaticos e na o-toxina dos

clostridios e outros bacilos.

D - Encontrada principalmente em tecidos vegetais.

-c\ o]
? CHo-O—-P-0-X
Rq—-C-0-CHy C")

Figura 5 Representagdo esquematica do mecanismo catalitico proposto
para as PLA; (VERHELU et al.,1980).
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Em 1980, foi proposto um mecanismo de catalise das PLA, baseado na

comparacao estrutural com as serino proteases, conforme figura cinco (VERHEIJ
et al,1980). No modelo de agéo das PLA,, a atividade catalitica compreende os
residuos de His 48, Asp 99, e uma molécula de agua.
O ion célcio, que é um elemento importante na catalise, esta ligado com oxigeénio
da Try28, Gly30, Gly32 e pelo oxigénio da cadeia lateral do Asp49. No mecanismo
proposto, o calcio teria uma fungao dupla que seria a fixagdo do grupamento
fosfato do fosfolipideos e a estabilizagdo da carga negativa sobre o oxigénio
carboxil da ligacdo éster na posicao sn-2. AAmida NH da Gly30 também foi
sugerida como um fator importante na estabilizagdo do estado de transigio
(VERHEW et al.,1980).

As PLA; nao dependentes de Ca® sdo de forma geral ativadas e
estabilizadas pela presenga de ATP. Basicamente, o ATP modula a polimerizacao
destas PLA; o que as tornaria cataliticamente ativas e estaveis (DENNIS,1994).

As PLA; podem ser classificadas em véarios grupos (KINI, 1997). Esta
classificagdo baseia-se na presenga de pontes de sulfeto, tamanho, dependéncia
ou nao de calcio (Quadro 1).

As PLA; do grupo |, compreendem e as PLA; ) pancreas de mamiferos e a
dos venenos ofidicos pertencentes as familias Elapidae e Hydrophidae. Estas
enzimas contém cerca de 115-120 residuos de aminoacidos e sete pontes de
dissulfeto.

O Grupo Il compreende as PLA; ) dos venenos de Crotalidae e Viperidae,

fluido sinovial humano e plaquetas.
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Estas enzimas possuem cerca de 120-125 residuos de aminoacidos e sete
pontes de dissulfeto. Fazem parte deste grupo as enzimas PLA; miotéxicas Asp
49 (D49) e Lys49 (K 49), que possuem atividade enzimatica baixa ou residual.

As PLAz ) do Grupo lll compreendem as provenientes de venenos de
vespas e abelhas, diferentemente das outras classes de PLAz; () que séo
glicoproteinas, contém 130 a 135 residuos de aminoacidos, sua homologia com as
outras PLA; 5 € muito baixa. Estas PLA; ) sdo encontradas em exudatos
inflamatérios tais como plaquetas, mastécitos e quando estimuladas, sao liberadas
através do processo de exocitose (CLARCK et al., 1990, TAKAYAMA et al., 1991).

As PLA;  do Grupo IV, do ponto de vista estrutural, podem ser
consideradas as mais recentes dentro das PLA; () Estas PLA; ) tem duas
cadeias polipeptidicas: uma longa com 77 residuos de aminoacidos e uma curta
com 42, ligados por pontes dissulfeto intercadeias. Estas enzimas mostram
dependéncia de calcio para sua atividade (MCLNTOSH, 1995).

Apesar da alta homologia entre as PLA; ) do grupo | e Il, existem
diferencas significantes quanto a ativagdo dessas enzimas. Assim, as do grupo |
s3o sintetizadas como pré-enzimas e manifestam sua atividade de forma limitada
e somente através da clivagem proteolitica, expressam sua atividade total.

As do grupo Il ndo existem como pré-enzimas, expressam sua atividade
enzimatica total a partir de estimulo capaz de desencadear sua ativagao
(MURAKAMI et al., 1995).

De acordo com DENNIS, 1994, as PLA; ) pertencentes aos grupos |, |i, e

Ill, sdo as menores e as mais simples, contudo todas sdo de baixo peso
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molecular que hidrolisam os fosfolipideos através de mecanismos simples. Isto é
identificado através do inibidor MG-14 (MCLNTOSH et al.,1995; YUAN et
al.,1990; JAIN et al.,1991 e BAYBURT et al., 1993).

Nos grupos |, Il e Ill, os residuos envolvidos no mecanismo catalitico
ocupam especialmente as mesmas posigoes, ocorrendo uma sobreposigao destes

trés residuos nas trés classes (SCOTT et.,1990).

Quadro 1 Classificagéo das enzimas PLA; . (KINI,1997)

Fosfolipase A»
| | |
PLA> aifo peso molecular PLA2 baixo peso molecular
(Intracelular (Extracelufar / Secreforia)
I I
I 1 I I I |
Calt Calt Grupo! Grupo it Grupo ii Grupo IV

Independente Dependente

Grupo A Grupa /1B Grupo A Grupo /1B
(Efapidico) (Pancreatico) (Asp 49) (Lys 49)
(Hidrofifidico)

As PLA; () de venenos e de pancreas de mamiferos passaram a ser
denominadas de PLA; ) secretadas (sPLAys) porque, a partir de 1934, observou-
se a existéncia de Pla; em outros tecidos de mamiferos, além do pancreas. Estas
PLA; () foram identificadas como PLA; () intracelulares as quais, na maioria das
vezes, estdo associadas com as membranas plasmaticas ou membranas de

organelas citoplasmaticas (VAN DER BOSCH,1980). Mais tarde, a maioria destas

? 52




introdugdo

PLA; (s intracelulares foram caracterizadas como enzimas de alto peso molecular
(GLASER et al.,1993)

Estas PLA; ), atualmente conhecidas como citosélicas (cPLA.), diferem
das extracelulares (sPLAz) ndo sé pelo peso molecular, como também pelos sitios
de agéo, pelo requerimento de Ca™ (atividade maxima em doses micromolares de
Ca™ ) e pela especificidade por fosfoglicerideos que possuem o acido
araquiddnico em sua posicdo sn-2 (GLASER et al,1993). Algumas cPLAz
mostraram-se independentes de Ca++, mas também especificas para o &cido
araquidénico na posigao sn-2 dos fosfoglicerideos (HAZEN ef al.,1990).

Desde a década de 80, uma outra PLA; extracelular vem sendo identificada
em doencgas inflamatérias humanas, incluindo a artrite reumatéide (PRUZANSKI,
et al, 1985), psoriase (FORSTER et al., 1985), choque séptico causado por
bactérias gram-negativas (VADAS et al.,1986), pancreatite aguda (FORMELA et
al., 1995) e outros. Esta PLA; foi denominada PLA; secretada ndo pancreatica e
incluida no grupo | devido as suas propriedades bioquimicas. O gene desta
enzima ja foi descrito (SCILHAMER et al,1989) e sua forma recombinante
desenvolvida (KRAMER et al., 1989). Tem sido demonstrado que a interleucina-1
(IL-1) e o fator de necrose tumoral (TNF-a) induzem a expresséo desta forma da
sPLA, . Vérios elementos como plaquetas (KRAMER et al.,1989), leucdcitos
(MARSHALL &, ROSHAK, 1993) e condrécitos (LYONS-GIORDANO et al, 1989)
foram identificados como fontes desta enzima. Além disso, um quinto grupo esta

sendo proposto para incluir as cPLAz2que nao requerem Ca" para sua atividade.
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As PLA; ) podem também ser classificadas em PLA; monoméricas e
multiméricas; as monoméricas sdo homodimeros formados pela associagdo de
duas unidades PLA; e as multiméricas sdo heterodimeros, onde uma das

subunidades € uma PLA; e a outra um elemento peptidico.

1.2.5 Fosfolipase A; (PLA2 ) - Efeitos biolégicos

Quadro 2 Efeitos farmacolégicos das enzimas
PLA: isoladas do veneno total de serpentes
(KINI,1997)
Neurotoxicidade
Neurotoxinas Pré-sinapticas
Neurotoxinas Pos-sinapticas
Miotoxicidade
Mionecrose Local
Miotoxicidade Sistémica
Cardiotoxicidade
Efeito anticoagulante
Iniciador da agregacéao plaquetaria
Inibidor da agregagéo plaquetaria
Atividade Hemolitica
Hemorragia Interna
Atividade antihemorragica
Atividade Convulsionante
Atividade Hipotensiva
Atividade Edematogénica
Les&o de érgéos e tecidos.

Nesses ultimos anos, as pesquisas sobre PLA; tém sido impulsionadas
principalmente pelo seu importante papel em varias atividades biolégicas, como as

apresentadas no quadro dois (Quadro 2).

As PLA; de serpentes exibem ampla variedade de efeitos farmacolégicos,

apesar de suas similaridades, na estrutura primaria, secundaria e terciaria.
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Isoformas de PLA; de um mesmo veneno também exibem diferentes
efeitos farmacolégicos. Dentro destes, como ja citado as mais comuns seriam a
neurotoxicidade, miotoxicidade e efeito anticoagulante. Mesmo com o avanco da
compreensdo estrutural, funcional e do sitio de agdo destas PLA;, muitos dos
aspectos do mecanismo dos eventos farmacolégicos ainda permanecem
desconhecidos.

Muitas das PLA; do veneno de serpentes necessitam de proteinas
associadas para expressdo de sua atividade farmacolégica; estes fatores podem
estar ligados a proteina de forma covalente ou n&o covalente.

Como exemplo desta complexa inter-relagéo séo as B-neurotoxinas, que
sdo potentes neurotoxinas que bloqueiam a transmiss&o neuromuscular. Estas B-
neurotoxinas podem ser encontradas em duas formas basicas: na forma
monomérica ou na forma multimérica (BON, 1997).

As neurotoxinas mulltiméricas, s@o feitas de duas, trés ou cinco
subunidades polipeptidica, estruturalmente sdo homélogas as PLAz contudo
algumas destas enzimas podem ndo apresentar atividade enzimatica. Estas
subunidades estdo associadas por interagcdes nao covalentes como no caso da
crotoxina, formado pela associagédo de uma subunidade acida (crotapotina) € uma
basica (PLA;). Outras neurotoxinas estdo associadas por pontes de sulfeto de
forma similar ao inibidor do tipo Kunitz (BON, 1997).

Os varios efeitos farmacolégicos promovidos pelas fosfolipase A, podem
ser explicados também pela presenca de sitios-alvo especificos, que estédo

localizados na superficie das células ou do tecido-alvo (fig. 6).
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Estes sitios alvo seriam reconhecidos por sitios farmacolégicos localizados
na superficie das PLA,, que, de forma geral, sdo independentes, mas algumas
vezes se sobrepéem com o catalitico (KINI & EVANS, 1989). De acordo com esta
hipétese haveria necessidade de complementaridade entre os sitios
farmacolégicos e o sitio-alvo, em termos de complementaridade de cargas,
interagao hidrofébica e interagdes de for¢as de Van der Walls.

De acordo com KINI & EVANS (1989), a natureza quimica deste sitio de
ligagéo entre as PLA; e as células ou tecido-alvo poderia estar entre um lipidio ou
uma proteina (glicoproteinas). Em razéo da alta especificidade das interagées,
pode se supor que as glicoproteinas podem estar diretamente relacionadas com o
reconhecimento, contudo lipidios préximos ao sitio de ligagdo também podem
contribuir para o aumento da especificidade.

Muitos dos receptores para estas PLA; ja foram identificados e
caracterizados tanto a nivel estrutural como funcional. Entre dos mais bem

caracterizados e conhecidos esta a proteina do canal de potassio (KINI, 1997).
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Efeltos
% Especificos
ﬁ
== Efeitos
1 Nao especificos

Figura 6. Diagrama esquematico do modelo de interacéo das PLA; com
as células alvos e desencadeamento da atividade farmacolégica. A base deste
modelo estd na capacidade de certas PLA; interagirem especificamente com
determinadas células, via "sitios alvos". As PLA; ndo especificas podem interagir
de forma aleatéria com todos tipos celulares inclusive com as "células alvos". De
acordo com este modelo os efeitos farmacolégicos produzidos pela interacéo de
PLA; ndo especificas &€ menos efetiva e potente do que numa interagao especifica
(KINI, 1997).
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2. OBJETIVOS

e |solar e caracterizar bioquimicamente as diferentes isoformas da
crotoxina e avaliar suas atividades neurotéxicas sobre a jungdo neuromuscular em

preparagdes nervo frénico-diafragma de camundongo.

e Auvaliar os efeitos neurotoxicos das isoformas de crotapotina e PLA2

quando recombinadas em diferentes proporgdes (1:1, 1:2 e 2:1).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Nos ensaios farmacologicos foram utilizados camundongos da linhagem

SWISS (18-30g) obtidas do biotério central da UNICAMP.

3.2. Veneno
Veneno: As fragées do veneno da Crotalus durissus terrificus, foram
gentilmente fornecidas pelo Prof. Dr. Marcos Toyama do Laboratério de

Bioquimica/ |.B — UNICAMP, do Prof. Dr. Sérgio Marangoni

3.3. Ensaios Biologicos

3.3.1 Preparacao nervo frénico-diafragma isolado de camundongo

Para estes experimentos foram utilizadas preparagdes nervo frénico
diafragma de camundongo. A preparagao foi removida cirurgicamente de animais
anestesiados com hidrato de cloral (3mg/ kg) e mortos por sec¢do sangria dos
vasos cervicais. A preparacao (musculo diafragmatico, juntamente com seu nervo
motor, o nervo frénico) foi cuidadosamente retirada como descrito por Bilbring,
1946 para ratos, e colocada em uma cuba contendo 5,0 ml de solugéo de Tyrode
(com a seguinte composicdo em mM: NaCl 137; KCL 2,7; CaCl 1,8; MgCl» 0,49;
NaH,PO4 0,42; NaHCO; 11,9; CgH1206 11,1), e, em seguida, presa, através dos

musculos intercostais, por dois ganchos existentes na base da cuba. A
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temperatura foi mantida a 37°C e a preparacéo aerada com carbogénio ( 95% Oz e
5% de COy).

O registro da for¢a de contracdo muscular, em resposta a estimulos
elétricos foi realizada através de transdutor isomeétrico load bell BG 10GM,
acoplado a um fisiégrafo Gold Universal Amplifier Model RS 3400.

O masculo foi submetido a tensdo constante de 5g/cm por meio de um fio
preso a porgcao tendinosa ligado ao transdutor isométrico sendo a estimulagao
indireta, com pulsos supramaximais, gerados por estimuladores S48F (Grass
Instruments), de 0,2 ms de duragdo e 0,1 HZ de frequéncia, durante de 20 minutos
para estabilizagdo. Ao término do periodo de incubagdo foram injetadas as
amostras obtidas do fracionamento. Para cada experimento foram utilizados um

minimo de animais n=3.

3.4 Ensaios Bioquimicos
A purificagdo assim como os ensaios bioquimicos (electroforeses) foram
realizados no Laboratério de Bioguimica/ I.B — UNICAMP, do Prof. Dr. Sérgio

Marangoni

Purificagcdo do Veneno total de Crotalus durissus terrificus
3.4.1 Cromatografia de exclusao molecular em Sephadex G75
O veneno total de Crotfalus durissus terrificus (100mg) foi dissolvido em

2.0ml de tampao bicarbonato de aménio (0.1M, pH 7.8) até sua homogeneizagao.
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O homogenato foi clarificado por centrifugagéo = 10000 rpms durante 2 minutos, o
sobrenadante obtido, foi guardado para posterior aplicagdo na coluna
cromatografica e o "pellet” foi descartado.

O sobrenadante (veneno bruto) foi aplicado em um coluna de Sephadex
G75 (1.6 x 100cm), previamente equilibrada com tampé&o Bicarbonato de Aménio
(0,iM. pH7.8). A eluicdo do material foi realizada usando-se o tampao
Bicarbonato de Aménia 0,1M, pH 7.8, a um fluxo constante 12mi/hr. As amostras
com 3ml por tubo foram coletadas em um coletor de fragdes Redi Frac da
Amersham Pharmacia Biotech. A absorbéncia de cada fragao foi lida em 280nm,
num espectrofotdmetro Shimadzu UV1201. As fragbes foram liofilizadas e

guardadas a -20°C.

3.4.2. Cromatografia de exclusdao molecular em HPLC

Cerca de 20mg do veneno bruto de Crotalus durissus terrificus foram
homogenizados em tamp&o bicarbonato de aménia 0,1M, pH 7.9. Esta solugao de
veneno foi entdo centrifugado a 10000 rpm por 2minutos para clarificagéo da
solugdao. O sobrenadante obtido foi entéo aplicado a coluna pre-empacotada de
exclusdo molecular em HPLC, Protein Pack SW 300 (0.78 x 30cm) (Waters). A
coluna cromatografica acoplada ao sistema HPLC-biocompativel, APPS LC 650E
(Waters), foi previamente equilibrada com o tampéo Bicarbonato de aménio,
pH7.9, 0,1M, 60 minutos antes da corrida. A eluicdo do material foi feita a um fluxo

constante 0.2ml/min e foi monitorado a uma absorbancia de 280 nm. As fragées
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coletadas em um coletor de fragdes automatico Foxy 200 foram liofilizadas e

guardadas a -20°C.

3.4.3. Repurificacdo da crotoxina em HPLC de fase reversa

Tanto o veneno total de Crotalus durissus terrificus quanto suas fracdes de
crotoxina foram purificados em uma coluna HPLC de Fase Reversa preparativa.
O sistema cromatografico foi o HPLC - PDA 991 (Waters), equipado com duas
bombas Waters modelo 510/B, um injetor automatico de amostras UK com um
“loop” de 2,0ml e uma coluna p-microbondapak C-18 0,78 X 30 cm (preparativa),
previamente equilibrada com &cido trifluoroacético 0,1%, pH 3,5 (T ampao A).
Inicialmente a eluigdo das amostras foi realizada através de um gradiente linear
com Acetonitrila 66% (Tampao B), que foi modificado para a otimizacso da

purificacao das fragdes. As fragoes foram monitoradas a 280 nm.

3.5 Analise Estatistica

Foi utilizado o método ANOVA (Anélise de Varianga)para medidas
repetidas, pois leva-se em consideracdo vérias medidas realizadas na mesma
preparacéo, durante o tempo.

Foi realizado o teste de comparagdes multiplas de DUNNET entre o grupo
controle e os demais para cada tempo (t0 a t120), para comparagio entre os

demais grupos foi utilizado o teste TUKEY.
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Para comparar o tempo (min) de 50% de bloqueio entre os grupos, foi
utilizado o teste nao paramétrico de KRUSKAL-WALLIS, devido ao pequeno
tamanho dos grupos.

Foi considerado o nivel de significancia 5% ou seja, p<0,05
Para visualizar os dados foi utilizado graficos de linhas com a meédia, Ep

(Erro Padréo) para cada grupo ao longo do tempo.
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4. RESULTADOS

4.1 Cromatografia de exclusdao molecular em Sephadex G75

A purificagdo do veneno crotalico em coluna Sephadex G 75, ou seja,
usando-se técnica convencional, resultou em picos principais de eluigdo que
foram identificados como: convulxina pico |, giroxina pico |l, crotoxina pico Ill e

crotamina pico V. (Fig.7)
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Figura 7 Perfil de eluicdo do veneno total de Crotalus durissus terrificus em
cromatografia de exclusdo molecular. em Sephadex G-75 (1,6 x 100 cm).
As colunas foram previamente equilibradas com tamp&o de eluigao
bicarbonato de aménio0,1M, pH 7,8. A eluigao do veneno total foi realizado
com um fluxo constante de 12 mi/h e o monitoramento da corrida foi
realizado a absorbancia de 280 nm. As fragbes foram coletadas e

liofilizadas e as amostras estocadas a —20 °C.
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4.2 Preparacao nervo-frénico-diafragma de camundongo (NFD)

4.2.1 Efeito neuromuscular da crotoxina (Sephadex G 75)

Inicialmente foi testada a crotoxina nativa, resultante da cromatografia de
exclusao molecular em Sephadex G 75 (fig.7 pico lll). Este pico quando ensaiado
em preparagdao neuromuscular ndo exibiu o efeito facilitador inicial da
neurotransmisséo caracteristico da crotoxina.

No entanto, como esperado, determinou o bloqueio neuromuscular
irreversivel e dependente da dose.

A figura oito mostra em A, a representacéo grafica do efeito de duas doses
de crotoxina (10 pg/mi n=8 e 20 pg/mi n=6). Em B e C est3o ilustrados os registros
miograficos do efeito da crotoxina correspondente 4s duas doses ensaiadas; o
tempo necessario para se obter um bloqueio de 50% foi de 65,38 + 5,5 e 48,00 +

4,75 min respectivamente.
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Figura 8 Efeito neuromuscular da crotoxina (Preparag&o nervo frénico-
diafragma isolado de camundongo-estimulo indireto) . Em A, representagao
grafica do efeito da Crotoxina nas doses de 10 e 20 ug/ml. Porcentagem de 50%
do bloqueio e doses-dependente. Cada ponto representa a média de
experimentos + erro-padrdo. Em B e C registros miograficos correspondentes as
respectivas doses. T, adigdo da fragéo. L, lavagem.

N7 65

b.d




resultados

4.3. Cromatografia de exclusio molecular em HPLC

A purificagdo do veneno total de Crotalus durissus terrificus em HPLC de
exclusao molecular, mostra a presenga de sete picos principais denominados
convulxina (1), giroxina, (ll) novo componente (cdty Ill), crotoxina (crtx V), novo
componente (cdty V), inter-cro (V1) e crotamina (VII). Os picos cdty I, e cdty V
correspondem a dois novos picos que com o uso da técnica cromatografica

convencional, fazem parte do pico identificado como sendo crotoxina.
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Figura 9 A cromatografia de exclusdo molecular em HPLC, foi realizada,
utilizando coluna Protein Pack SW 300 (0.78 x 30cm) (Waters). Foram
aplicados 20 mg. de veneno total Crotalus.durissus.terrificus. A eluigao do
veneno total foi realizada com tampéao bicarbonato de aménio (0,1M. pH
7.8), a um fluxo constante 0,2 ml/min, monitorado a uma absorbancia de
280 nm. Apés a homogenizacao, o veneno foi clarificado e aplicado em
coluna.
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4.4 Efeito neuromuscular da crotoxina (pico cdty lli, crotoxina (crtx) IV
e cdty V). Cromatografia de exclusdo molecular em HPLC ( Proteinpak SW

300 ) em preparacio nervo frénico diafragma de camundongo (NFD)

4.41 Crotoxina ( pico crtx IV) Foram ensaiadas as doses de 10 e 20
pg/ml de crotoxina, proveniente do veneno total de Crotalus durissus terrificus,
mostrado na figura 10 A e B.

A figura 10 A, na dose de 10pg/mli (n=3), apresentou uma discreta
facilitagao da transmissdo neuromuscular, seguida de um bloqueio irreversivel. O
tempo para um bloqueio de 50% foi de 63,67 + 4,25 min

A dose de 20 pg/ml (n=3) mostrada na figura 10 B, apresentou facilitagao e
um bloqueio irreversivel na resposta da transmissdo neuromuscular. O tempo
necessario para se obter um bloqueio de 50% foi de 61,00 + 6,26 min

O registro miografico da resposta contréatil € mostrado nas figuras 11 Be12

B, evidenciando o efeito facilitador e bloqueador.

4.4.2 Pico cdty lll (novo componente do complexo crotoxinico)
As preparagdes realizadas com o pico cdty lll, na dose de 10 yg/ml (n=4),
apresentaram um aumento da amplitude de contracao neuromuscular. Em relacao

ao grupo-controle ndo houve diferenga significativa (p< 0,05). (Fig.10 A)

2 3
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Em 10 B, representacgdo grafica demonstrando o pico cdty Il na dose de 20
ug/ml (n=3), evidenciando facilitagao significativa ao longo dos 120 min. Apoés trés
lavagens (L), as preparagdes mantiveram o mesmo padrao de resposta contratil.

As figuras 11 A e 12 A mostram o registro da resposta contratil, com visivel
facilitacdo em 12 A.

Portanto usando-se a dose a dose de 20 pg/ml, foi possivel dissociar com
clareza o efeito facilitador do efeito bloqueador, caracteristicos da crotoxina. Além
disso, o efeito facilitador da neurotransmissao mostrou-se dependente da dose e

persistente nos 180 min de observagso.

4.4.3 Pico cdty V (novo componente do complexo crotoxinico)

Experimentos realizados com o pico cdty V, nas doses de 10 e 20 ug/mi
(n=3) determinaram um aumento inicial da amplitude de contragdo muscular,
seguido de leve reducdo e manutengao da amplitude de resposta ap6s 120 min de
observagdo. Em ambas as doses nao houve diferenca significativa em relago ao
grupo controle.(Fig. 10 Ae 10 B)

Em 11 C e 12 C, registro miografico, evidenciando o aumento da amplitude

de contragdo muscular e leve redugao da amplitude.
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Figura 10 Representagéo gréfica do efeito da Crotoxina (crtx V) e seus
componentes cdty Il e cdty V, na dose de 10 pg/ml (grafico A) e 20 pg/mi (grafico
B) sobre a preparagéo nervo frénico-diafragma isolado de camundongo (estimulo
indireto). Porcentagem de 50% do bloqueio. Cada ponto representa a media de
experimentos + erro padréo.
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Figura 11 Registros da forga de contragdo muscular em preparagdao NFD
(estimulo indireto). Em A e C, ilustram os componentes da Crotoxina (cdty lll e

cdty V), Em B, o efeito bloqueador da crotoxina (crtx IV), na dose de 10 pg/mi. 1,
adigdo da fragdo. L, lavagem.
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Figura 12 Registros da forga de contragao muscular em preparagao NFD
(estimulo indireto), Em A e C ilustram os componentes da Crotoxina (ylll e yV), Em
B o efeito bloqueador da crotoxina (yIV), na dose de 20 ug/mi. 1, adigao da fragéo.
L, lavagem.

73

A




resultados

4.5 Repurificagdo da crotoxina em HPLC de fase reversa

A crotoxina (IV) proveniente do veneno total Crotalus durissus terrificus, foi
purificada em coluna de fase reversa e o seu perfil cromatografico mostra a
presenca de duas isoformas da subunidade acida (crotapotina) F5 e F7, tendo
sido estudado somente a fragdo F 7, e trés isoformas da subunidade basica
(fosfolipase A, (PLA3)) F15, F16 e F17. (Fig.13) foram estudadas somente as
fragdes F16 e F 17. As fragdes F 5 e F 7 foram eluidas aos 28 e 31 min de corrida
cromatografica, enquanto que as fragdes F 15 e F 16 e F 17 foram eluidas aos 35,
36 e 37 min. Todas as isoformas obtidas foram testadas em sua atividade

biolégica através de miografia em preparacao nervo frénico-diafragma de

camundongo.
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Figura 13 Perfil da repurificacdo de crotoxina proveniente do veneno total de
Crotalus durissus terrificus onde temos F5 e F7 (crotapotina) e F15, F16 e
F17 (PLA2).A coluna de fase reversa u-Bondapak C 18 (3,9 X 300 mm), foi
equilibrada com TFA 0,1% (Solvente A). Foram aplicados 2 mg. de
crotoxina que foram previamente dissolvidas em 200 pl de solvente,
clarificados e aplicados a coluna. A eluigdo das amostras foi realizada,
usando um gradiente linear de concentrgdo de Acetonitrila 66%.(Solvente
B).
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4.6 Efeitos da crotapotina (F 7) e fosfolipase A, (PLA;) (F16e F 17)~-
sobre a forga de contracdo muscular em preparacao NFD, resultante da

cromatografia HPLC de fase reversa u - Bondapack C 18

Como mencionado no item 4.3, a repurificacdo da crotoxina nativa em
HPLC de fase reversa resultou em 2 isoformas de crotapotina e 3 de PLA,. Destas

isoformas isoladas foram estudadas a F 7 (crotapotina) e F 16 (PLA2)

4.6.1 .Efeito da crotapotina ( F7) A incubagdo de preparagdes NFD de
camundongo com a crotapotina nas doses de 10 e 20 pg/ml (n=4) ndo determinou
qualquer mudanga na amplitude da resposta contratil, ao longo dos 120 min do

experimento, quando comparado com a preparagao controle. (Fig 14 A,Be C)

46.2 Fosfolipase (PLA;) F 16 e F 17 Com as preparagdes neuromusculares
isoladas do musculo diafragma de camundongo, na presencga das PLA; (F 16) e
PLA; (F 17), nas doses de 10 pg/ml (n=5) e 20 pg/ml (n=4), também nao
mostraram qualquer alteracdo na amplitude da resposta contratil, quando
comparada ao grupo-controle. (Fig 15 A e 16 A ). Apos trés lavagens (L), as
preparagdes mantiveram o mesmo padrao de resposta contratil. (Fig. 15BeC, e

16 BeC)
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Figura 14 Eefeito neuromuscular da crotapotina (F7) (Preparagao nervo

frénico-diafragma isolado de camundongo estimulo

indireto) . Em A,

representacéo grafica do efeito da Crotapotina (F7) nas doses de 10 e 20 pg/mi.
Cada ponto representa a média de experimentos + erro-padrdo. Em B e C
registros miograficos correspondentes &s respectivas doses. 1, adigao da fragao.

L, lavagem.
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Figura 15 Efeito neuromuscular da PLA; (F16) (Preparagao nervo frénico-
diafragma isolado de camundongo estimulo indireto) . Em A, representacdo grafica
do efeito da PLA; (F16) nas doses de 10 e 20 pg/ml. Cada ponto representa a
média de experimentos + erro-padrdo. Em B e C registros miograficos
correspondentes as respectivas doses. 1, adicdo da fragdo. L, | avagem.
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Figura 16 Efeito neuromuscular da PLA; (F17) (Preparacdo nervo frénico-
diafragma isolado de camundongo-estimulo indireto) . Em A, representagio
grafica do efeito da PLA; (F17) nas doses de 10 e 20 pg/ml. Cada ponto
representa a media de experimentos + erro-padrdo. Em B e C registros

miograficos correspondentes as respectivas doses. T, adicdo da fragdo. L,
lavagem.
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4.6.3 Recombinacdo da crotapotina (F 7) + PLA; (F 16) nas

proporgoes 1:1; 1:2 e 2:1 nas doses de 10 e 20 ug/mi

46.31 (1) F7 + (1) F16 A adigao de crotapotina + PLA; a preparagao
NFD de camundongo na proporgdo 1:1 na dose de 10 pg/ml (n=5) e na dose de
20 pg/ml (n=4) determinou um bloqueio neuromuscular irreversivel ao final de 90
min de observagdo. O tempo necessario para se obter um bloqueio de 50% na
dose de 10 pg/ml foi de 51,4 + 4,35 min e para dose de 20 pg/mi foi de 53,55 %
6,09. (Fig. 177 Ae B).

As figuras 18 A e 19 A, mostram o registro miogréfico da resposta contratil,

evidenciando o efeito bloqueador das respectivas doses.

46.3.2 (1) F7 + (2) F16 Na proporgdo 1:2 na dose de 10 ug/ml (n=5) e
20 pg/mi (n=9), determinou um bloqueio neuromuscular irreversivel ao final de 120
min observados O tempo necessério para se obter 50% na dose de 10 pg/ml foi de
84,80 + 7,5 min e para dose de 20 pg/ml foi de 60,33 + 6,0 min (Fig. 17 AeB).
As figuras 18 B e 19 B ilustram perfil miografico do efeito da resposta contratil das

respectivas doses.

46.3.3 (2) F7 + (1) F 16 Nesta proporgcéo, obtivemos diminuigdo da
amplitude de contragdo muscular na dose de 10 pg/mi (n=5). (Fig.17 Ae 18 C)
O mesmo nao ocorreu com a dose de 20pg/mi (n=9), a qual determina 50%

de bloqueio aos 70,17 + 8,5 min e 80% de bloqueio aos 120 min. (Fig17Be 19C)
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Figura 17 Representagao grafica do efeito da recombinacéo do complexo
Crotoxina (Crotapotina F7 e PLA; F16), nas proporgdes de 1:1, 1:2 e 2:1 nas
doses de 10 pg/ml (grafico 17 A) e 20 ug/ml (grafico 17 B), sobre a preparacao
NFD sob estimulagdo indireta. Porcentagem de 50% do bloqueio. Cada ponto
representa a média de experimentos + erro-padrao.
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Figura 18 Efeito neuromuscular da recombinagao do complexo crotoxina
(Crotapotina F7 e PLA; F16) (Preparagdo NFD. Estimulo indireto. Em A e B
registros miograficos, demonstrando o bloqueio nas proporgoes de1:1,1:2 eC, a
proporgdes de 2:1 (Dose de 10 ng/ml. 1, adi¢ao da fragdo. L, lavagem.
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Figura 19 Efeito neuromuscular da recombinagdo do complexo crotoxina

(Crotapotina F7 e PLA; F16) (Preparagdao NFD. Estimulo indireto. Em A e B
registros miograficos, demonstrando o bloqueio nas proporgées de 1:1, 1:2 e C, a

proporgéo de 2:1 (Dose de 20 ug/ml. T, adigdo da fracao. L, lavagem.
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46.4 Recombinacdao da Crotapotina (F 7) + PLA; (F 17) nas

proporcdes 1:1; 1:2 e 2:1

Na recombinagdo das proporgdes 1:1; 1:2 e 2:1, nas doses de 10 pg/ml e
20 pg/ml (n=3), neste tipo de experimentos n&o foram determinadas mudancgas
significativas na amplitude da resposta contratil, quando comparada com a
preparagdo do grupo-controle. (Fig. 20 Ae21 A;BeC)e (Fig.20Be22A;Be
C).




resultados

120

_o-5-5-0-0-5-4- 5 558

100 5.
= A-A-A-A-A
£ 80-
:'-j 1 —4A— Controle n=4
A S 60 —O—F7+F17 (111) n=3
o —O—F7+F17 (12) n=3
3 —O—F7+F17 (2:11) n=3
8 40+
§ 1 Dose: 10 pg/ml
20..
. . T T —
Y 20 40 60 80 100 120
(Tempo min)
120
S
=1 —A~Contrde  n=4
B 60- ~O—F7+FI7 1:11=3
. —O—F7+F7 1:2n=3
—V—F7+F721n=3
404
: Dose: 20 pg/mi
20
B .

0 20 40 60 8 100 120
(Tempo min)

Figura 20 Representagéo grafica do efeito da recombinacdo do complexo
Crotoxina (Crotapotina F7 e PLA; F17), nas proporgées de 1:1, 1:2 e 2:1 nas
doses de 10 pg/mi (grafico A) e 20 ug/mi gréafico B, sobre a preparagdo NFD sob
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Figura 22 Efeito neuromuscular da recombinacdao do complexo crotoxina
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5. DISCUSSAO

A purificagdo do veneno total de Crotalus durissus terrificus (cdt) usando
cromatografia convencional Sephadex G 75, no presente trabalho, confirmou a
possibilidade de obter, além dos picos principais [ (pico I) convulxina, (pico i)
giroxina, (pico lll) crotoxina e (pico IV) crotamina), estao trés novos diferentes
componentes, que fazem parte do complexo crotoxinico sendo: picos cdty Il
cdty.V e cdty VI.

No entanto, a crotoxina isolada por gel filtragao do veneno bruto em uma
coluna Sephadex G 75, nado mostrou seu caracteristico efeito facilitador
precedendo o bloqueio da neurotransmisséo, como demonstrado por varios
pesquisadores (LEE & HO 1982; CHANG, 1985; STRONG, 1987; RODRIGUES-
SIMIONI & HAWGOOD, 1990). Este fato poderia ser justificado pela provavel
variagao geografica, e/ou pela quantidade de toxinas presentes no veneno, pois o
teor de toxinas dependente de varios fatores como idade, sexo, alimentagao e/ou
habitat da serpente , além da diversidade quanto aos procedimentos de secagem
e/ou estocagem do veneno. Assim, alguns autores tém demonstrado que, em
geral, as serpentes recém-nascidas e/ou jovens da familia Crotalidae possuem
venenos mais ativos que os adultos (MINTON, 1967; FIERO et al., 1972; REID &
THEAKSTON, 1978; GUTIERREZ & CHAVES BOLANOS, 1980; MEIER &
FREYVOGEL 1980).
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Da nova metodologia usada na purificacdo do veneno total de C.d.t,
através da cromatografia de exclusdo molecular em HPLC resultaram, além das
fracoes ja descritas (convulxina, giroxina, crotoxina e crotamina), outras novas
fragGes ndo descritas ainda na literatura sendo : cdy lll, cdty V e cdty VI

A metodologia utilizada na purificagdo dos novos componentes, cdy lll e
cdty V, foi eficiente em dissociar a atividade facilitadora e bloqueadora da jungao
neuromuscular tipica da crotoxina mostradas nas miografias. (Fig 10 A e B)

A crotoxina (cdty IV) caracterizada por esta nova metodologia mostrou o
efeito facilitador seguido de um bloqueio irreversivel, conforme descrito na
literatura. De fato, é de se esperar que a agdo pré- sinaptica produza uma
alteragao trifasica na liberagao evocada do transmissor (GOPALAKRISHNAKONE
1979; LEE & HO, 1982, CHANG 1985; STRONG, 1987; RODRIGUES-SIMIONI &
HAWGOOD, 1990); sendo marcada por uma inibigao inicial, atribuida a ligagéo da
toxina ao sitio pré-sinaptico especifico, seguida por facilitagdo da liberagéo de ACh
e progressiva depressao, até o bloqueio irreversivel da transmiss&o. A crotoxina
também bloqueia o aumento do efluxo de Na' de microvesiculas excitaveis,
causado pela carbamilcolina, em preparagdo de o6rgdo elétrico de Torpedo
marmorata, tendo portanto, acdo pos-sinaptica (BON et al;, 1979). Ja observada
por VITAL BRAZIL (1966) em preparagdo isolada de diafragma cronicamente
desnervado de rato.

A metodologia empregada neste trabalho na (re) purificagdo do complexo
crotoxina, resultando em suas subunidades crotapotina e PLA;, difere da descrita

anteriormente, tanto no emprego do tipo de colunas como nos procedimentos.
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Esta metodologia ndo define o grau de purificacdo de isoformas e nem
revela os novos componentes (cdy I, cdty V), que fazem parte do complexo
crotoxinico, conforme encontrados neste trabalho.

A metodologia empregada na purificagéo de crotoxina, bem como nas das
isoformas de suas subunidades (F5 e F7, crotapotina; F16 e F17, PLA,) através
de cromatografia em HPLC de fase reversa, usando uma coluna p-Bondapack C
18, foi a mesma e empregada nos trabalhos de caracterizagao farmacolégica por
LANDUCCI et al., 1995a, mostrando o grau de pureza dessas isoformas o que
otimiza os procedimentos.

VALENTE ef al, 1998, utilizando o mesmo sistema cromatografico porém
utilizando um gradiente linear de acetonitrilo de 66%, evidenciaram as isoformas
de PLA; denominadas F1; F2 e F3 e uma de crotapotina, do veneno total de
Crotalus durissus terrificus.

As técnicas empregadas por nés, neste trabalho, foram as mesmas
descritas por VALENTE et al ( 1998) e fragdes obtidas valendo-se da crotoxina,
mostram a presenca de isoformas de crotapotina (F5 e F7) e isoformas de
fosfolipase PLA; (F15, F16 e F17), purificadas em uma coluna p-Bondapack C 18
acoplado a um sistema de HPLC de fase reversa, com um gradiente linear de
acetonitrilo 66%.

A auséncia de atividade biolégica exibida pelas isoformas ensaiadas,
Isoladamente a crotapotina (F7) e a PLA; (F16), confirna o que foi descrito

na literatura para a crotoxina sobre a separagdo dos seus componentes e a
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consequente perda de toxicidade sendo dez vezes menor que quando
encontrados na forma associada ( SLOTTA & FRAENKEL-CONRAT, 1938;
CHANG & LEE, 1977, HAWGOOD & SANTANA DE SA, 1979).

A agdo do efeito sinérgico do complexo crotoxina descrito segundo
HAWGOOD & SMITH, 1977; .BON, 1982; FAURE & BON, 1987, KINI, 1997
foi evidenciada nas recombinagdes de crotapotina (F7) com fosfolipase Az (16).
DELOT & BON (1993), descreveram dois modelos para o complexo crotoxina, a
saber o da dissociagdo e do complexo ternario transiente. O primeiro modelo diz
que quando a crotoxina se aproxima do seu receptor na membrana celular, a
crotapotina se dissocia da PLA; deixando-a livre para se ligar ao receptor. No
segundo modelo, a crotoxina primeiramente se une ao receptor da membrana e sé
entdo ocorre a dissociagéo de seus componentes, com a liberagéo da crotapotina,
enquanto a PLA; permanece ligada ao receptor.

As recombinagbées nas propor¢cées 1:1 e 1:2 nas doses de 10ug/mi de
crotapotina (F7) com (F16), e nas doses de 20 pg/ml nas proporgdes 1:1, 1:2 e
2:1, mostram o efeito bloqueador irreversivel descrito anteriormente (HAWGOOD
&. SMITH, 1977), sugerindo que as subunidades do complexo fosfolipase Az e
crotapotina tém um sitio de agao pré- sinaptico e podem interferir no acoplamento
excitacdo-secrecao no terminal nervo motor.

As associagdes realizadas neste trabalho entre a crotapotina (F7) e a PLA;
(F16) associadas na proporgdo 1:1 mostraram que esta foi eficiente em recuperar

o efeito bloqueador irreversivel da resposta contratil, reproduzindo o mesmo efeito
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da crotoxina nativa, ao contrario da auséncia de boqueio neuromuscular
observada nos experimentos em que as isoformas foram ensaiadas isoladamente.

As PLA; sdo consideradas uma familia de proteinas de peso molecular
relativamente baixo, variando entre 12.000 e 15.000, tendo um numero elevado de
pontes dissulfeto e que apresentam consideravel resisténcia aos detergentes, as
variagbes de pH e as altas temperaturas. Além disso, apresentam razoavel
homologia entre si, em termos de seqiéncia de aminoacidos, exceto a PLA; do
veneno de abelha que se diferencia por ser uma glicoproteina (CHANG et al,
1987).

Nossos estudos, realizados nas associagoes crotapotina (F7) e PLA; (F17),
em preparacgdes nervo frénico-diafragma de camundongo, nao alteraram o padrao
de resposta contratii nessas preparagbes neuromusculares em todas as
proporgées, 1:1, 1:2 e 2:1, sugerindo que nao sao todas as PLA2 que formam o
complexo crotox. Este fato pode estar ligado a acao da crotapotina, uma vez que o
mecanismo desta continua a ser investigado, e como esta proteina é capaz de
potenciar um efeito farmacolégico ou modificar uma atividade bioldgica ainda nao
foi elucidado.

Isoformas de PLA; de um mesmo veneno também exibem diferentes
efeitos farmacolégicos, dentre estes, como ja citados, seriam os neurotéxicos,
miotoxicos e anticoagulante. (KINI,1997)

Mesmo com o avango da compreensao estrutural, funcional e do sitio de
acdo destas PLA;, muitos dos aspectos do mecanismo dos eventos

farmacolégicos ainda permanecem desconhecidos.
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6. CONCLUSOES

Com base no exposto neste trabalho conclui-se que:

+ 1°) A partir do veneno total de C.d.terrificus, através da cromatografia de
uma coluna de exclusdao molecular Protein pack SW 300 acoplada ao sistema de
HPLC, foram revelados dois novos componentes do complexo crotoxina
correspondente aos picos cdty Il e cdty V. Destes o pico cdty Il se caracterizou
pela auséncia total de atividade bloqueadora neuromuscular e pelo persistente
efeito facilitador da neurotransmisséo.

v 2° A metodologia utilizada na purificagdo dos novos componentes, foi
eficiente em dissociar a atividade facilitadora daquela bloqueadora tipica da
crotoxina.

v 3°) A repurificagdo da crotoxina correspondente ao pico IV, obtida em
uma coluna p-Bondapack C 18 acoplada a um sistema de HPLC de fase reversa,
resolveu-se em duas isoformas de fosfolipase A2 (F16 e F17) e uma de
crotapotina (F7). A associacdo de ambas ((1)crotapotina e (1) fosfolipase Az,)
restaurou a atividade bloqueadora neuromuscular do complexo crotoxina .

v 4°) A associagéo da crotapotina (F7) com fosfolipase (F17), mostrou-se
isenta de atividade boqueadora neuromuscular, sugerindo que nao sao todas as

PLA2 que formam o complexo crotoxinico.
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7. SUMMARY

The species Crotalus durissus, popularly known as rattlesnakes, includis
serpents of great medical importance in South America. The poison of that serpent
has been object of studies for more than a century, as shown by the studies
accomplished by BRAZIL, 1903, SLOTTA & FRAENKEL CONRAT, 1938 and
VITAL BRAZIL, 1966 and so many others.

Through gel filtration of the crude poison in a column Sephadex G 75,
shows the presence of four picks, (pick 1) convulxin, (pick Il) gyroxin, (pick IiI)
crotoxin and (pick IV) crotamine were obtained.

Whem the (pick lll) crotoxin was tested, in the phrenic nerve-diaphragm
preparation it showed the characteristic block neuromuscular effect.

Whem Crotalus durissus terrificus (cdty) was subjected to the molecular
exclusion chomatograpy (protein pack SW 300) at isocratic conditions, besides the
main picks three new components were obtained pick: lll; V and VI. Crotoxin was
there identified, as pick IV. Able of inducing initial facilitation followed by an
irreversible block. Peak cdty Iil showed a facilitation effect that dures at least 120
min. The Pick V presented a light facilitation and a decrease of the contractile

response during the course time of experiments
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The use of this chomatograpy determined the dissociation of the facilitatory

effects and blocking characteristic neuromuscular of the crotoxin.

% OF BLOCK EFFECT F7 + F16

1:1

1:2

2:1

100%

75%

25%

The block effect induced by these different mixtures was 100% (for 1:1);

75% (for 1:2) and 25% (for 2:1). In none of these situation the facilitatory effect was

observed.
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